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Indonesia memiliki berbagai macam jenis tumbuhan yang dapat dijadikan 
sebagai obat tradisional. Salah satunya tanaman yang ada di Sulawesi Selatan 
yaitu tanaman daun kayu bitti dapat dijadikan sebagai obat penghilang bau badan. 
Penelitian ini bermaksud untuk mengidentifikasi senyawa metabolit sekunder 
ekstrak etanol daun kayu bitti dengan metode maserasi. Sebanyak ± 2 kg serbuk 
daun kayu bitti dimaserasi dengan pelarut etanol kemudian dievaporasi 
menggunakan alat evaporator menghasilkan ekstrak kental sebanyak 209,5828 
gram. Ekstrak kental di uji fitokimia menghasilkan senyawa alkaloid dan 
falvonoid.  Hasil pemisahan dengan kromatografi kolom cair vakum diperoleh 17 
fraksi. Dari 5 fraksi gabungan, fraksi A terbentuk kristal kemudian di lakukan 
karakterisasi dengan alat FTIR dan dilakukan uji bioaktivitas antibakteri terhadap 
bakteri Staphylococcus aureus dan  Escherichia coli.  Hasil analisis FTIR 
diperoleh serapan gugus N-H, C-H, dan C=O yang diduga merupakan senyawa 
jenis alkaloid. Uji aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun kayu bitti dapat 
menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus tetapi tidak 
menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli. Sedangkan uji isolate murni 
tidak berpengaruh terhadap bakteri uji yang digunakan. 
 
Kata kunci: Daun Kayu Bitti (Vitex cofassus), Alkaloid, Staphylococcus aureus 
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Indonesia has a wide range of plants that can be used as a traditional 
medicine. One of the existing plants in south Sulawesi, namely wood deciduous 
plants can be used as a drug bitti body odor remover. This study intends to 
identify the secondary metabolites of ethanol extract of the leaves of wood bitti by 
maceration method. A total of  ± 2 kg powder timber bitti leaves macerated with 
ethanol  and then evaporated using an evaporator tool produces viscous extract as 
much 209,5828 gram. Extract condensed in phytochemical test and flafonoid 
produce alkaloid compounds. The result of separation by vacuum liquid column 
chromatography obtained 17 fractions. Of the fractions combined, the fractions A 
crystal is formed later in doing characterization by means of FTIR and test 
bioactivity of antibacterial against Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.  
The result of the analysis obtained absorption FTIR group N-H, C-H, and C=O a 
suspected alkaloid-type compounds. Antibacterial activity test bitti wood leaf 
ethanol extract can inhibit the growth of Staphylococcus aureus but do not inhibit 
of bacteria Escherichia coli. While testing pure isolates of bacteria had no effect 
on the test used. 
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A. Latar Belakang 
Indonesia merupakan negara yang memiliki keanekaragaman hayati, yang 
didalamnya terdapat senyawa-senyawa organik biomolekul yang tidak terbatas 
jumlahnya. Berbagai jenis tumbuhan banyak dijumpai diberbagai wilayah 
Indonesia, salah satunya di sulawesi. Latar belakang Negara Indonesia yang 
mendukung ini serta kondisi tanah yang sangat subur menyebabkan tumbuhan di 
Indonesia berpotensi untuk dilestarikan diberbagai bidang seperti bidang 
kecantikan dan kesehatan.1  
Keanekaragaman tumbuhan di Indonesia sebagian besar sudah 
dimanfaatkan sejak dahulu kala sebagai obat tradisional untuk mengobati penyakit 
secara turun menuru. Tumbuhan sebagai obat tradisional, biasanya digunakan 
secara tunggal (satu jenis tumbuhan atau majemuk (campuran dari beberapa jenis 
tumbuhan). Bagian tumbuhan yang umum digunakan hamper obat tradisional 
adalah daun, bunga, buah, kulit batang atau akarnya. Hampir semua bagian 
tumbuhan dapat dijadikan obat untuk mengobati penyakit tertentu sesuai dengan 
khasiat tumbuhan masing-masing.2 Hai ini di jelaskan dalam firman Allah         
Al-Qur’an Surah An-Nahl ayat 11 yang berbunyi: 
                                                 
1Yulianti E dkk, “Isolasi dan Identifikasi Senyawa Aktif Ekstrak Air Daun Paitan 
(Thitonia diversifolia) Sebagai Bahan Insektisida Botani untuk Pengendalian Hama Tungau 
Eriophyidae”,  Alchemy 2,  No. 1 (2010): h. 132.   
2I M. Dira Swantara dan Yenni Ciawi, “Identifikasi Senyawa Antibakteri pada Daun 
Kecapi”,  Jurnal Kimia 3, No. 2 (2009): h. 62.  
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                          
             
Terjemahannya: 
 “Dia menumbuhkan bagi kamu dengan air hujan itu tanam-tanaman; 
zaitun, korma, anggur dan segala macam buah-buahan. Sesungguhnya pada 
yang demikian itu benar-benar ada tanda (kekuasaan Allah) bagi kaum yang 
memikirkan”. (QS. An-Nahl [16] : 11)3 
 
 Ayat di atas menjelaskan tentang berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang 
merupakan bagian dari hidayah Allah SWT kepada manusia dan makhluk hidup 
lainnya untuk memanfaatkan tumbuh-tumbuhan tersebut demi kelangsungan 
hidup. Allah memberikan hidayah kepada langit agar menurunkan air hujan dan 
hidayah untuk air hujan agar turun tercurah dan untuk tumbuh-tumbuhan agar 
tumbuh berkembang. Tumbuhan yang yang beraneka ragam dan mengeluarkan 
buah-buahan yang beraneka ragam bentuk, warna, dan rasa tersebut merupakan 
hal-hal yang menakjubkan sebagai bukti keagungan ciptaan Allah SWT bagi 
kaum yang memikirkannya. Tanpa air tumbuhan tidak akan tumbuh dengan baik. 
Tumbuh-tumbuhan yang merupakan hidayahNya memiliki manfaat tersendiri agar 
dapat dimanfaatkan oleh manusia, salah satu manfaat dari tumbuhan yaitu sebagai 
obat.4 Menurut Dr. Abdullah Bin Muhammad AluSyaikh dalam tafsir Ibnu Katsir 
Jilid 3 menyebutkan maksudnya Allah mengeluarkannya dari bumi, dengan air 
yang hanya satu macam ini, keluarlah tanaman-tanaman yang memiliku aneka 
ragam bentuk, rasa, bau, dan warnanya. Dan untuk itu Allah berfiman 
                                                 
3Departemen Agama, Al Quran dan Terjemahannya (Jakarta: Departemen Agama RI, 
1985).  
4M. Quraish Shihab, Tafsir Al Misbah: Pesan, Kesan dan Keserasian Al Qur’an (Jakarta: 
Lentera Hati, 2002). 
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“Sesungguhnya  pada yang demikian itu benar-benar ada tanda (kekuasaan 
Allah) bagi kaum yang memikirnya,” maksudnya sebagai dalil dan bukti 
bahwasannya tidak ada ilah (yang berhak diibadahi dengan sebenarnya) kecuali 
Allah.5 Dengan sedikit saja orang berpikir dan mengadakan studi tentang alam, 
kebijaksanaan dan kearifan yang maha kuasa dalam menyusun ala mini dapat 
membantu arti gunanya manusia dan memperhalus hidupnya kecerdasan akal dan 
studi selalu diperlukan oleh (“manusia yang arif, yang berpikir”) untuk memahami 
tanda-tanda (ayat-ayat) Allah kepada manusia dalam proses yang berhubungan 
dengan benda-benda langit.6 
Penggunaan tanaman obat tradisional merupakan salah satu alternatif obat 
yang paling banyak diminati oleh masyarakat luas baik yang sengaja ditanam 
maupun tanaman yang tumbuh liar. Tanaman tersebut dimanfaatkan oleh 
masyarakat untuk diramu dan disajikan sebagai obat guna penyembuhan 
penyakit.7 Salah satu tumbuhan yang dapat dijadikan sebagai obat tradisional 
adalah kayu bitti (Vitex cofassus). 
Kayu Bitti (Vitex cofassus) merupakan salah satu jenis pohon terpenting di 
Sulawesi yang di beberapa daerah dikenal dengan nama gofasa. Kayu bitti banyak 
dimanfaatkan oleh masyarakat Sulawesi Selatan sebagai bahan pembuat perahu 
pinisi. Tumbuhan bitti merupakan jenis unggulan lokal Sulawesi Selatan dan 
                                                 
5 Dr.Abdullah Bin Muhammad Alu Syaikh, Tafsir Ibnu Katsir Jilid 3. Jakarta, Pustaka 
Imam Asy-Syafi’i. 
6 Abdullah Yusuf Ali, Qur’an Terjemahan dan Tafsirnya Juz 1 s/d XV. Jakarta, Pustaka 
Firdaus. 
7Nursiyah, “Studi Deskriptif Tanaman Obat Tradisional yang Digunakan Orangtua untuk 




mempunyai nilai ekonomi dan ekologi yang tinggi. Titik tumbuh dari jenis ini 
terletak pada akarnya sehingga apabila jenis ini terbakar maka dalam waktu 
singkat akan segera bertunas dan proses pembentukan daunnya sangat cepat. 
Dengan demikian jenis ini punya potensi untuk dikembangkan sebagai salah satu 
jenis Tumbuhan yang berpotensi dijadikan obat tradisional.8 
Di Sulawesi, sebagian masyarakat menggunakan daun kayu bitti sebagai 
obat penghilang bau badan. Bau badan timbul ketika bakteri di kulit memecah 
molekul dalam keringat. Dalam studi baru ini, para peneliti menemukan DNA di 
bakteri Staphylococcus hominis penghasil protein yang memecah molekul 
keringat. Tumbuhan yang satu genus dengan tumbuhan bitti seperti tumbuhan 
legundi (Vitex trifolia) dan tumbuhan laban (Vitex pubescens Vahl) juga memiliki 
sifat antibakteri. Tumbuhan laban digunakan oleh masyarakat di perkampungan 
untuk mengobati sakit pinggang dan diare, kemampuan ekstrak dari tumbuhan 
laban secara tradisional telah terbukti dapat mengobati penyakit yang disebabkan 
oleh bakteri patogen. Penelitian Eva Ulina Sirait dkk, (2014), bahwa ekstrak buah 
laban dengan berbagai tingkat kematangan buah dapat penghambat pertumbuhan 
Salmonella thypi dan Staphylococus aureus (bersifat antibakteri).9 Penelitian 
lainnya yang ditemukan oleh Nuraini (2014) bahwa ekstrak etanol kulit batang 
kayu bitti (Vitex cofassus) terdapat senyawa bioaktif antikanker dengan bahan uji 
larva Artemia salina Leach.  
                                                 
8Indah Fajarwati Langga, “Optimalisasi Suhu dan Lama Inkubasi dalam Ekstraksi DNA 
Tanaman Bitti (Vitex Cofassus Reinw)Serta Analisis Keragaman Genetik dengan Teknik Rapd-
Pcr”, Jurnal Kimia 12, No. 3 (2012): h. 266.    
9Eva Ulina, “Ekstrak Buah Laban (Vitex pubescens) Sebagai Penghambat Pertumbuhan 
Salmonella thypi dan Staphylococcus aureus”, Jurnal Protobiont 3, No. 3 (2014): h. 40.    
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Berdasarkan uraian di atas, maka perlu dilakukan suatu penelitian yang 
mengkaji kandungan bioaktif ekstrak etanol dari daun kayu bitti (Vitex cofassus). 
Oleh karena itu peneliti mengangkat judul isolasi dan identifikasi senyawa 
bioaktif antibakteri dari ekstrak etanol daun kayu bitti (Vitex cofassus). 
B. Rumusan Masalah 
 Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut : 
1. Senyawa metabolit sekunder apa yang terkandung dalam ekstrak etanol daun 
Kayu Bitti (Vitex cofassus)? 
2. Bagaimana bioaktifitas antibakteri dari senyawa metabolit sekunder yang 
terdapat dalam ekstrak etanol daun Kayu Bitti (Vitex cofassus) terhadap 
bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli? 
C. Tujuan 
 Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut : 
1. Untuk mengisolasi dan mengidentifikasi senyawa metabolit sekunder yang 
terdapat dalam ekstrak etanol daun Kayu Bitti (Vitex cofassus). 
2. Untuk menentukan nilai bioaktifitas antibakteri dari senyawa yang terdapat 
dalam ekstrak etanol daun Kayu Bitti (Vitex cofassus) terhadap bakteri 









 Manfaat dalam melakukan penelitian ini adalah sebagai berikut : 
1. Memberikan informasi kepada masyarakat mengenai kandungan senyawa 
bioaktif antibakteri  pada daun Kayu Bitti (Vitex cofassus). 
2. Memberikan sumbangan bagi pengembangan Ilmu Pengetahuan khususnya 
Kimia Organik Bahan Alam. 
3. Memberikan informasi dan pengetahuan baru bagi peneliti tentang manfaat 
dan kandungan senyawa bioaktif penghilang bau badan yang terdapat dalam 






A. Tinjauan Umum Kayu Bitti (Vitex cofassus) 
1. Deskripsi 
Kehidupan manusia dari sejarah perkembangan kehidupan, sejak adam 
hingga kini telah berkembang menjadi milyaran umat manusia. Bahan pangan 
penunjang kehidupannya yang utama berasal dari tumbuh-tumbuhan tidak kalah 
pentingnya bagi pertumbuhan dan perkembangan hewan. Hal ini menandakan 
bahwa kehidupan manusia dan hewan sangat tergantung pada tumbuh dan 
berkembangnya tumbuh-tumbuhan. Betapa pentingnya tumbuh-tumbuhan bagi 
kehidupan manusia dan hewa, sehingga banyak ahli menandaskan bahwa “tanpa 
tumbuh-tumbuhan tidak mungkin manusia dan hewan ada di muka bumi ini.” 
Oleh karena itu demikian penting dan bermanfaatnya kita mempelajari tentang 
tumbuh-tumbuhan dalam jangkauan untuk tetap melestarikan yang telah ada 
sehingga kehidupan manusia dapat tetap terjamin.10 Hal ini dijelaskan dalam 




                                                 
10Kartasapoetra,  Anatomi Tumbuh-Tumbuhan, (PT.Bina Aksara: Jakarta: 1987), h. 9. 
8 
 
                           
                                 
        
Terjemahnya: 
Atau siapakah yang telah menciptakan langit dan bumi dan yang 
menurunkan air untukmu dari langit, lalu Kami tumbuhkan dengan air itu 
kebun-kebun yang berpemandangan indah, yang kamu sekali-kali tidak 
mampu menumbuhkan pohon-pohonnya? Apakah disamping Allah ada Tuhan 
(yang lain)? bahkan (sebenarnya) mereka adalah orang-orang yang 
menyimpang (dari kebenaran). 
 
Makna dari ayat diatas yaitu dialah yang menurunkan kepada kaum air 
dari langit, maka dari air itu itulah pangkal hidup segala yang hidup, baik binatang 
atau tumbuh-tumbuhan dan suburlah alam “lalu kami tumbuhkan dengan air itu 
kebun-kebun yang indah permai”, termasuklah di dalamnya sawah bendang. 
Bebagai kebun besar di tanah-tanah yang luas, yang ditanami oleh manusia 
dengan secara teratur menurut ilmu pengetahuan tentang bumi, tanaman apa yang 
patut ditanam diatasnya. Sehingga kita lihatlah di padang-padang pasir kebun 
korma yang hijau subur. Lalu ditegaskan supaya manusia jangan lupa; “tidaklah 
ada upaya kamu buat menumbuhkan pohonya” manusia hanya memanamkan. 
Adapun yang menumbuhkan hanya semata-mata Allah. Suburnya padi tergantung 
kepada penanaman di musim hujan. Kalau tiba-tiba datang saja kemarau, atau 
misalnya perhitungan musim tidak tepat ketika bertananm, tidaklah padi itu akan 
tumbuh. Demikian juga segala tanaman yang lain. Ini pasti diinsafi oleh manusia. 
Sebab itu datanglah inti pertanyaan “adakah tuhan lain bersama Allah?” setalah 
merenungkan kejadian langit dan bumi itu, dan setelah manusia melihat 
bagaimana turunnya hujan membawa air untuk menyiram dan menyuburkan bumi 
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sampai timbul kebun-kebun, sawah bendang dan taman-taman yang indah, 
pastilah sampai pikiran manusia kepada maha pencipta. Karena tidaklah mungkin 
bahwa segala yang teratur ini tidak ada yang mengaturnya.11 
Tumbuhan Kayu Bitti (Vitex cofassus) merupakan salah satu jenis 
tumbuhan yang termasuk dalam family Verbeneceae. Menurut sistem klasifikasi 
suku tumbuhan, Verbeneceae termasuk dalam famili Lamiales. Verbeneceae 
merupakan tumbuhan semak yang berupa pohon dan memiliki ranting-ranting 
yang berbentuk segi empat dan memiliki bau yang harum.12 Tumbuhan kayu bitti 
termasuk dalam genus Vitex, penelitian sebelumnya menjelaskan tentang manfaat 
dan kandungan metabolit sekunder yang telah diisolasi dari tumbuhan yang satu 
genus dengan kayu bitti yaitu tumbuhan buah laban (Vitex pubescens Vahl) 
terbukti kemampuan ekstraknya secara tradisional dapat mengobati penyakit yang 
disebabkan oleh mikroorganisme patogen.13 
Penelitian tentang spesies Vitex lain adalah spesies Vitextrifolia (legundi) 
yang diketahui banyak memiliki efek farmakologi yaitu sebagai antikanker, 
antifungi, analgesik, antialergi, antipiretik dan salah satunya antibakteri.14 Spesies 
yang termasuk dalam genus yang sama yaitu Vitex masih banyak yang belum 
diteliti kandungan metabolit sekundernya salah satunya adalah Vitex cofassus 
(kayu bitti). 
                                                 
11 Prof.Dr.Hamka, Tafsir Al-Azhar (Jakarta: Pustaka Panjimas, 1959). 
12Nuraini, “Isolasi dan Karakterisasi Senyawa Bioaktif Antikanker Ekstrak Etanol Kulit 
Batang Kayu Bitti (Vitex Cofassus)” Skripsi (2014): h. 9. 
13Eva Ulina, “Ekstrak Buah Laban (Vitex pubescens) Sebagai Penghambat Pertumbuhan 
Salmonella thypi dan Staphylococcus aureus”, Jurnal Protobiont 3, No. 3 (2014): h. 40.     




Kayu bitti (Vitex cofassus) merupakan salah satu pohon endemik Sulawesi 
yang pada dasarnya adalah pohon khas Provinsi Gorontalo. Kayu yang dihasilkan 
merupakan kayu unggulan Sulawesi Selatan. Dibeberapa daerah dikenal dengan 
nama gofasa. Di tingkat Internasional, kayu Bitti (Vitex cofassus) banyak di 
ekspor dari Papua Nuigini dan beberapa Negara di kepulauan Pasifik lainnya ke 
Jepang. Tegakan bitti khususnya di Sulawesi Selatan merupakan jenis pionir, yang 
saat ini banyak ditemukan pada areal hutan sekunder.15 
Kayu bitti (Vitex cofassus) mempunyai ukuran pohon yang sedang hingga 
besar. Batangnya mempunyai diameter yang dapat mencapai 30-170 cm. Struktur 
daun bersilangan dan memiliki susunan bunga terminal yang merupakan bunga 
berkelamin ganda. Mahkota bunga berwarna putih keunguan dan terdapat tangkai 
dan kepala sari di dalam rongga mahkota. Bakal buah berada di atas dasar bunga 








Gambar 2.1: Daun Kayu Bitti (Vitex cofassus) 
                                                 
15Gusmiaty, dkk., “Seleksi Primer untuk Analisis Keragaman Genetik Jenis Bitti (Vitex 
cofassus)”, Jurnal Perennial 8, no. 1 (2012): h. 25. 
16Anonim, “Vitex cofassus Renw, ex Blume”,  
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Kayu Bitti (Vitex cofassus) dapat diklasifikasikan sebagai berikut :17 
 Kingdom  : Plantae 
 Divisio  : Spermatophyta 
 Class   : Angiospermae 
 Ordo   : Tubiflorae 
 Famili   : Verbeneceae 
 Genus   : Vitex 
 Spesies  : Vitex cofassus 
Di Pulau Sulawesi spesies kayu bitti (Vitex cofassus) yang paling banyak 
ditemukan yaitu spesies Vitex cofassus reinw, Vitex celebica dan Vitex pubescens. 
Kayu bitti (Vitex cofassus) memiliki nama tersendiri di masing-masing daerah. Di 
Jawa dikenal dengan nama Gandaria atau jatake, suku Dayak mengenalnya 
dengan nama Barania sedangkan di Papua Nuigini dan Kepulauan Solomon 
dikenal dengan nama New Guinea Teak atau Jati Nugini. Terkhusus di Daerah 
Sulawesi Selatan dikenal dengan nama Kalawasa, Rappo-Rappo Kebo’, Buwa 
Malawe, Katondeng dan Aju Bitti.18 
2. Potensi Kimia Kayu Bitti (Vitex cofassus) 
Kayu bitti (Vitex cofassus) memiliki senyawa metabolit sekunder yang 
dapat dimanfaatkan sebagai obat-obatan baik dari akar sampai daun. Senyawa-
senyawa metabolit sekunder banyak digunakan sebagai antioksidan, antiinflamasi, 
antipirutik serta antimikroba terutama untuk golongan fenofilik, flavonoid, dan 
alkaloid. Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Nuraini menyatakan bahwa 
                                                 
17Anonim, “Pohon Gofasa, Gupasa, atau Kayu Bitti (Vitex cofassus)” 
18Anonim, “Sekilas Tentang kayu Bitti (Vitex cofassus) atau New Guinea Teak” 
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kandungan senyawa bioaktif antikanker yang terdapat pada ekstrak etanol kulit 
batang kayu bitti adalah senyawa metabolit sekunder jenis flavonoid. 
3. Peyebaran dan Habitat 
Kayu bitti (Vitex cofassus) tumbuh tersebar secara alami di Sulawesi 
Selatan yang tersebar di beberapa kabupaten yaitu kabupaten Bone, Pangkep, 
Enrekang, Luwu, Barru, Je’neponto, Bantaeng, Soppeng, Sidrap, Bulukumba, 
Pinrang dan Selayar serta di Maluku, Papua Nuigini, Kepulauan Bismarck dan 
Pulau Solomon. Habitat kayu bitti (Vitex cofassus) adalah di hutan di dataran 
rendah sampai ketinggian 2000 meter dari permukaan laut namun 
pertumbuhannya lebih bagus jika ditanam di daerah di bawah ketinggian 800 
meter.19 
Kayu bitti (Vitex cofassus) telah dimanfaatkan oleh masyarakat Sulawesi 
Selatan sebagai bahan pembuat perahu pinisi. Kayu Bitti (Vitex cofassus) juga 
banyak dimanfaatkan untuk keguaan lain seperti kayu bangunan seperti tiang, 
kusen, pintu, jendela, atap, lantai dan dinding serta perabot rumah tangga seperti 
mangkok dan piring. Kayu Bitti (Vitex cofassus) dipilih karena memiliki tekstur 
yang baik dan tahan terhadap rayap.20 
B. Senyawa Metabolit Sekunder 
Metabolit sekunder paling banyak terdapat pada tumbuhan, meskipun pada 
organisme lain juga ditemukan. Fungsi metabolit sekunder penting bagi 
organisme penghasilnya maupun bagi organisme lain termasuk manusia. 
                                                 
19Anonim. “Pohon Gofasa, Gupasa, atau Kayu Bitti (Vitex cofassus)”.  
20Anonim. “Pohon Gofasa, Gupasa, atau Kayu Bitti (Vitex cofassus)”.  
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Metabolit sekunder merupakan senyawa organik yang tidak secara langsung 
berhubungan dengan pertumbuhan, perkembangan, dan reproduksi tumbuhan.21 
Para peneliti biasanya mempelajari suatu tumbuhan yang secara tradisional 
digunakan untuk pengobatan penyakit tertentu, dan kemudian mengisolasi 
senyawa aktif yang terkandung di dalamnya. Tumbuhan menghasilkan berbagai 
molekul bioaktif melalui jalur metabolit sekunder. Senyawa ini diduga sebagai 
alat pertahanan diri dari infeksi dan predator.22 
Beberapa senyawa obat dari tumbuhan tetap diperoleh dengan cara 
disintesis manusia dengan kemajuan teknologi dalam laboratorium. Namun biaya 
yang dikeluarkan akan lebih efektif jika mengekstrak langsung metabolit sekunder 
dari sumber alaminya. Sehingga eksplorasi tumbuhan yang menghasilkan 
metabolit sekunder menjadi penting dilakukan untuk menemukan kandidat 
senyawa aktif yang dapat menjadi bahan obat baru. Senyawa obat dari tumbuhan 
dapat dikelompokkan sebagai alkaloid, flavonoid, tanin, steroid saponin, 
polifenolat, dan kuinon.23 
Berbagai jenis tumbuhan seperti kayu Bitti (Vitex cofassus) merupakan 
sumber daya hayati dan sekaligus sebagai gudang senyawa kimia baik berupa 
senyawa kimia hasil metabolisme primer yang disebut juga sebagai senyawa 
metabolit primer seperti protein, karbohidrat dan lemak yang digunakan sendiri 
                                                 
21Septina Asih Widuri, dkk. “Potensi Beberapa Jenis Tumbuhan Berkhasiat Antidiabetes 
Oleh Etnis Kalimantan Sebagai Sumber Metabolit Sekunder untuk Pengembangan Obat Modern”. 
Balai Peneliti Teknologi Konservasi Sumber Daya Alam, h. 2. 
22Retno Sumarnimingsih Sudibyo. “Metabolit Sekunder: manfaat dan Perkembangannya 
dalam Dunia Farmasi”, UGM (2002): h.5.   
23Septina Asih Widuri, dkk. “Potensi Beberapa Jenis Tumbuhan Berkhasiat Antidiabetes 
Oleh Etnis Kalimantan Sebagai Sumber Metabolit Sekunder untuk Pengembangan Obat Modern”. 
Balai Peneliti Teknologi Konservasi Sumber Daya Alam, h. 2-3. 
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oleh tumbuhan tersebut untuk pertumbuhannya maupun sebagai sumber senyawa 
metabolit sekunder.24 
Senyawa senyawa kimia yang merupakan hasil metabolisme sekunder 
pada tumbuhan sangat beragam. Menurut penelitian yang telah dilakukan oleh 
Nuraini (2014) ekstrak etanol kulit batang kayu bitti (Vitex cofassus) mengandung 
beberapa senyawa metabolit sekunder yaitu flavanoid dan alkaloid. Senyawa 
tersebut diujikan pada larva Artemia salina Leach dan terbukti toksik sebagai 
antikanker. 
1. Flavonoid 
Flavanoid merupakan salah satu golongan fenol alam terbesar. 
Diperkirakan 2% dari seluruh karbon yang difotosintesis oleh tumbuhan diubah 
menjadi flavanoid atau senyawa yang berkaitan erat dengannya. Senyawa 
flavanoid terdapat pada semua bagian tumbuhan termasuk daun, kayu, kulit, 





Gambar 2.2: Struktur Flavonoid 
Flavanoid termasuk dalam golongan senyawa fenolik yang memiliki 
banyak gugus OH dengan adanya perbedaan keelektronegatifan yang tinggi 
                                                 
24Sovia Lenny, “Senyawa Terpenoida dan Steroida”, Kaya Ilmiah. (2006). h. 5-6. 
25Julianti eva, “Isolasi Senyawa Flavanoida dari Daun Tumbuhan Jati Putih (Gmelina 








sehingga sifatnya polar. Golongan senyawa ini mudah terekstraksi dalam pelarut 
polar seperti etanol yang memiliki sifat polar karena adanya gugus hidroksil 
sehingga dapat terbentuk ikatan hidrogen.26 Beberapa penelitian yang menjelaskan 
tentang senyawa flavanoid yang terdapat dalam daun tumbuhan salah satunya 
adalah daun Syzygium cumini yang diekstrak mengandung senyawa kimia antara 
lain suatu alkaloid, flavanoid, resin, tannin dan minyak atsiri. Flavanoid 
merupakan senyawa yang dapat digunakan sebagai anti mikroba, obat inveksi 
pada luka, anti jamur, anti virus, anti kanker dan anti tumor. Selain itu flavanoid 
juga dapat digunakan sebagai anti bakteri, anti alergi, sitotoksik, dan anti 
hipertensi.27 
2. Alkaloid 
Alkaloid mengandung nitrogen sebagai bagian dari sistem sikliknya serta 
mengandung subtituen yang bervariasi seperti gugus amina, amida, fenol dan 
metoksi sehingga alkaloid bersifat semipolar. Pada pengujian alkaloid akan terjadi 
reaksi pengendapan karena adanya penggantian ligan. Atom nitrogen yang 
mempunyai pasangan elektron bebas pada alkaloid mengganti ion iod dalam 
pereaksi dragendroff dan pereaksi mayer. Hal ini mengakibatkan terbentuknya 
endapan jingga pada penambahan pereaksi dragendroff karena nitrogen digunakan 
untuk membentuk ikatan kovalen koordinat dengan K+ yang merupakan ion 
logam dan terbentuk endapan putih kekuningan pada penambahan pereaksi mayer 
                                                 
26Elok Kamilah Hayati dan Nurhalimah, “Pytochemical Test and Brine Shrimp Lethality 
Test Against Artemia salina Leach of Anting-Anting (Acalypha indica Linn) Plant Extract “ 
Alchemy. vol. 1, no.2 (2010), h. 79. 
27Maryati Abd Gafur, Ishak Isa dan Nurhayati Bialangi, “Isolasi dan Identifikasi Senyawa 
Flavanoid dari Daun Jamblang (Syzygium cumini)” Jurnal Jurusan Kimia Fakultas MIPA 
Universitas Gorontalo”.  (2012). h. 2. 
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karena nitrogen pada alkaloid akan bereaksi dengan ion logam K+ dari kalium 




Gambar 2.3: Struktur Alkaloid 
3. Terpenoid 
Terpenoida merupakan komponen-komponen tumbuhan yang mempunyai 
bau dan dapat diisolasi dari bahan nabati dengan penyulingan dan disebut sebagai 
minyak atsiri. Minyak atsiri yang berasal dari bunga pada awalnya dikenal dari 
penentuan struktur secara sederhana, yaitu dengan perbandingan atom hidrogen 
dan atom karbon dari suatu senyawa terpenoid yaitu 8 : 5 dan dengan 
perbandingan tersebut dapat dikatakan bahwa senyawa tersebut adalah golongan 
terpenoid.29 Terpenoid memiliki beberapa nilai kegunaan bagi manusia, antara 
lain minyak atsiri sebagai dasar wewangian, rempah-rempah serta sebagai cita 
rasa dalam industri makanan. Fungsi terpenoid bagi tumbuhan adalah sebagai 
pengatur pertumbuhan (seskuitertenoid abisin dan giberelin), karotenoid sebagai 
pewarna dan memiliki peran membantu fotosintesis.30 
                                                 
28Dewi, Astuti dan Warditiani, “Identifikasi kandungan Kimia Ekstrak Kulit Buah 
manggis (Garcinia mangostanal). “Jurnal”, h.15”.  
29Sovia Lenny, Senyawa Terpenoida dan Steroida (Medan: Jurusan MIPA Universitas 
Sumatera Utara, 2006), h. 15.   
30M. Arifuddin, “Sitotoksitas Bahan Aktif Lamun dari Kepulauan Spermonde Kota 
Makassar Terhadap Artemia Salina (Linnaeus, 1758)”, Jurnal Ilmu Kelautan Universitas 








Menurut J.B Harborne (1987)31, senyawa terpenoid diklasifikasikan ke 
dalam 4 senyawa, yaitu : 
a) Minyak Atsiri 
Bagian utama dari minyak atsiri adalah terpenoid, biasanya terpenoid 
terdapat pada fraksi atsiri yang tersuling-uap. Zat inilah penyebab wangi, harum 
atau bau yang khas pada banyak tumbuhan. Secara kimia, terpena minyak atsiri 
dapat dipilah menjadi dua golongan, yaitu monoterpena dan seskuiterpena, berupa 
isoprenoid C10 dan C15 yang jangka titik didihnya berbeda (titik didih 
monoterpena 140-180oC, titik didih seskuiterpena > 200oC). 
b) Diterpenoid dan giberelin 
Diterpenoid meliputi golongan senyawa yang secara kimia beraneka 
ragam, semuanya mempunyai kerangka karbon C20 yang berasal dari empat satuan 
isoprena, kebanyakan penyebarannya sangat terbatas. Ada tiga kelas diterpenoid, 
yaitu diterpena damar, diterpena racun dan giberelin. Kelas diterpenoid yang 
ketiga adalah giberelin, segolongan hormone yang merangsang pertumbuhan 
secara umum dan diketahui sangat tersebar luas pada tumbuhan. 
c) Triterpenoid dan steroid 
Triterpenoid adalah senyawa yang kerangka karbonnya berasal dari enam 
satuan isoprene dan secara biosintesis diturunkan dari hidrokarbon C30 asiklik, 
yaitu skualena.Senyawa ini berstruktur siklik, kebanyakan berupa alkohol, 
aldehida atau asam karboksilat. 
                                                 
31J.B Harbone., Metode Fitokimia  (Penerbit ITB: Bandung, 1987), h. 127-158.   
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Sterol adalah triterpena yang kerangka dasarnya berupa sistem cincin 
siklopentana perhidrofenantrena.Dahulu sterol dianggap sebagai senyawa satwa 
(sebagai hormone kelamin, asam empedu dan lain-lain), tetapi pada tahun-tahun 
terakhir ini makin banyak senyawa tersebut ditemukan dalam jaringan tumbuhan. 
Steroid merupakan golongan dari senyawa triterpenoid. Adapun contohnya 
adalah sterol, sapogenin, glikosida jantung dan vitamin D.32 
d) Karotenoid 
Karotenoid yaitu tetraterpenoid C40, merupakan golongan pigmen yang 
larut dan terdapat dalam semua jenis tumbuhan.Melalui makanan, karotenoid juga 
merupakan sumber warna hewan yang cemerlang, seperti pada flamingo, bintang 
laut (asteroida), udang satang (homarus) dan bulu babi (echinoida). 
Terpenoid umumnya larut dalam lemak dan terdapat di dalam sitoplasma 
sel tumbuhan. Kadang-kadang minyak atsiri terdapat di dalam sel kelenjar yang 
ada pada permukaan daun.33 Terpenoid dapat diekstraksi dari jaringan tumbuhan 
dengan memakai eter minyak bumi, eter atau kloroform. Pemisahannya dapat 
dilakukan secara kromatografi dengan silika gel atau alumina memakai pelarut di 
atas. Tetapi, sering kali ada kesukaran sewaktu mendeteksi dalam skala mikro 
karena semuanya (kecuali karotenoid) tidak berwarna dan tidak ada pereaksi 
kromogenik semesta yang peka.34 
 
                                                 
32M. Arifuddin, “Sitotoksitas Bahan Aktif Lamun dari Kepulauan Spermonde Kota 
Makassar Terhadap Artemia Salina (Linnaeus, 1758)”,.h. 15.   
33J.B Harbone., Metode Fitokimia, h. 125.   




Percobaan-percobaan biogenetik menunjukkan bahwa steroid yang 
terdapat di alam berasal dari triterpenoid. Steroid yang terdapat dalam jaringan 
hewan berasal dari triterpenoid lanosterol sedangkan yang terdapat dalam jaringan 
tumbuhan berasal dari triterpenoid sikloartenol setelah triterpenoid ini mengalami 
serentetan perubahan tertentu.35 Steroid alami berasal dari berbagai transformasi 
kimia dari triterpena yaitu lanosterol dan saikloartenol. Senyawa steroid dapat 






Gambar 2.4: Struktur Dasar Steroid 
Steroid adalah triterpen yang kerangka dasarnya sistem cincin 
siklopentana perhidrofenantren. Steroid umumnya terdapat dalam bentuk bebas 
dan sebagai glikosida sederhana.Steroid banyak terdapat dalam jaringan tumbuhan 
tingkat tinggi maupun tumbuhan tingkat rendah.37 
Steroid terdiri atas beberapa kelompok senyawa dan pengelompokan ini 
didasarkan pada efek fisiologis yang diberikan oleh masing-masing senyawa. 
                                                 
35Sovie Lenny, “Senyawa Terpenoida dan Steroida”, h. 16.   
36M. Arifuddin, “Sitotoksitas Bahan Aktif Lamun dari Kepulauan Spermonde Kota 
Makassar Terhadap Artemia Salina (Linnaeus, 1758)”,.h. 15.   















Kelompok-kelompok itu adalah sterol, asam-asam empedu, hormone seks, 
hormone andrenokortikod, aglikon kardiak dan sapogenin.38 
Deteksi senyawa steroid hampir sama dengan deteksi senyawa terpenoid 
yaitu menggunakan pereaksi Lieberman-Burchard kemudian disemprotkan 
dengan asam sulfat pekat, anhidrida asetat dan kloroform. Pelarut yang paling 
sederhana yaitu air digunakan sebagai penyemprot untuk mendeteksi adanya 
senyawa steroid pada plat KLT.39 
C. Isolasi 
Isolasi adalah cara pemisahan komponen-komponen kimia yang terdapat 
dalam suatu bahan alam. Isolasi senyawa bahan alam biasanya terdiri dari 
ekstraksi, fraksinasi, pemurnian dan identifikasi serta karakterisasi. Senyawa 
bahan alam sendiri adalah hasil metabolisme suatu organisme hidup (tumbuhan, 
hewan. sel) berupa metabolit primer dan sekunder. Sejauh ini telah diketahui 
bahwa tumbuhan memproduksi senyawa metabolit sekunder lebih banyak 
dibandingkan hewan. Senyawa-senyawa metabolit sekunder yang telah berhasil 
diisolasi oleh manusia selanjutnya didayagunakan sebagai obat.40 Salah satu 
tumbuhan yang telah diisolasi sebagai tanaman obat tradisional yaitu tumbuhan 
Katu (Sauropus androgynus (L.) Merr.). Dilaporkan bahwa tanaman ini sering 
digunakan untuk pengobatan demam, bisul, borok, frambusia, sebagai diuretik, 
memperlancar ASI dan obat luar. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Sri 
Harsodjo Wijono S. (2003), senyawa yang terdapat dalam ekstrak etanol 95% 
                                                 
38Sovie Lenny, Senyawa Terpenoida dan Steroida, h. 15.   
39J.B Harbone., Metode Fitokimia, h. 152.   
40Litbang, “Isolasi Senyawa Bahan Alam dalam Penelitian”, Lembaga Penelitian 
Mahasiswa Penalaran (2013): h. 1.    
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daun katu yang telah diisolasi dengan menggunakan metode Charaux-Paris yaitu 
golongan senyawa flavonoid.41 
1. Ekstraksi 
Ekstraksi adalah pemisahan secara kimia atau fisika sejumlah bahan padat 
atau bahan cair yang terdapat pada jaringan tumbuhan. Ekstraksi berlangsung 
dalam dua proses yaitu pelepasan bahan yang diekstrak melalui proses dari sel 
tumbuhan yang telah rusak dan pelepasan bahan yang diekstraksi melalui proses 
difusi. Proses ekstraksi dilakukan berdasarkan pada proses kesetimbangan. 
Konsentrasi kesetimbangan akan berakhir apabila distribusi zat aktif yang 
diekstraksi telah mencapai kesetimbangan konstan dan tidak berubah lagi diantara 
pelarut dan residu.42 
Ekstraksi bahan aktif dari jaringan tumbuhan mempunyai prinsip pelarut 
harus berdifusi ke dalam sel dan selanjutnya zat aktif harus cukup larut di dalam 
pelarut. Dengan demikian akan dicapai kesetimbangan antara pelarut dan zat 
terlarut. Kecepatan untuk mencapai kesetimbangan bergantung pada  temperatur, 
pH dan ukuran partikel dengan gerakan pelarut di sekitar partikel. Derajat 
keasaman atau kebasaan biasanya berperan dalam hal selektifitas sedangkan 
temperatur dan gerakan cairan disekitar padatan akan mengubah kesetimbangan 
menjadi saturasi pelarut.43 
Ekstraksi zat aktif yang berasal dari jaringan tumbuhan untuk mencapai 
kesempurnaan harus memilih pelarut yang ideal yaitu pelarut yang menunjukkan 
                                                 
41Sri Harsodjo Wijono S. “Isolasi dan Identifikasi Flavonoid pada Daun Katu (Sauropus 
androgynus (L.) Merr.)” Makara Sains 7, No. 2 (2003): h. 51.  
42Goeswin Agus, Teknologi Bahan Alam (Bandung: ITB, 2007), h. 32. 
43Goeswin Agus, Teknologi Bahan Alam, h. 33.  
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selektivitas maksimal, mempunyai kapasitas terbaik yang ditinjau dari koefisien 
saturasi bahan dan kompatibel dengan sifat-sifat bahan yang diekstraksi. Pada 
umumnya bahwa pelarut yang termasuk dalam alkohol alifatik sampai dengan tiga 
atom karbon atau campurannya dengan air merupakan pelarut dengan daya 
ekstraktif yang sangat besar atau tertinggi untuk semua bahan alam yang berbobot 
molekul rendah seperti flavanoid, saponin dan alkaloid.  
Menurut Goeswin Agus, etanol merupakan pelarut pilihan untuk 
memperoleh ekstrak secara klasik seperti ekstrak cair, kental dan kering yang 
masih digunakan dalam isolasi senyawa obat dalam jaringan tumbuhan. Syarat-
syarat pelarut di samping mempunyai daya ekstraktif yang tinggi, paling sedikit 
harus bersifat selektif dan dapat diguankan tidak hanya untuk mendapatkan 
ekstrak tetapi dapat pula digunakan untuk ekstraksi jaringan tumbuhan yang 
bahan aktifnya belum diketahui.44 Cairan pelarut dalam proses pembuatan ekstrak 
adalah pelarut yang baik (optimal) untuk senyawa kandungan yang berkhasiat 
atau yang aktif, dengan demikian senyawa tersebut dapat terpisahkan dari bahan 





                                                 
44Goeswin Agus, Teknologi Bahan Alam, h.34.   
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Beberapa metode ekstraksi dengan menggunakan pelarut yaitu:45 
a. Cara Dingin 
1) Maserasi 
Maserasi adalah proses penyarian jaringan tumbuhan menggunakan 
pelarut dengan beberapa kali perendaman pada temperatur kamar. Perendaman 
diakhiri setelah pelarut tidak berwarna. 
2) Perkolasi  
Perkolasi adalah ekstraksi dengan pelarut yang baru sampai terjadi 
penyarian sempurna yang umumnya dilakukan pada temperatur kamar. Proses 
perkolasi terdiri dari tahap pengembangan bahan, tahap perendaman dan tahap 
perkolasi sebenarnya secara terus menerus sampai diperoleh ekstrak (perkolat). 
Untuk menentukan akhir dari pada perkolasi dapat dilakukan pemeriksaan zat 
secara kualitatif pada perkolat akhir. 
b. Cara Panas 
1) Refluks 
Ekstraksi dengan cara ini hampir sama dengan cara sokletasi. Bahan yang 
akan diekstraksi direndam dengan pelarut dalam labu alas bulat. Kemudian 
dipanaskan sampai mendidih. Uap dari sampel akan mengalir memlalui kondensor 
dan mengembun kembali. Ekstraksi ini biasanya dilakukan sebanyak 3 kali dan 
setiap kali diekstraksi selama 4 jam. 
 
                                                 
45Wardah, “Isolasi, Uji Penghambatan Aktivitas Xantin Oksidase dan Identifikasi 
Senyawa Aktif dari Fraksi Etil Asetat pada Ekstrak Tanaman Acalypha indica Linn.”Skripsi 




Digesti adalah maserasi kinetik (dengan pengadukan kontinu) pada 
temperatur yang lebih tinggi dari temperatur ruangan, yaitu secara umum 
dilakukan pada temperatur 40-50oC. 
3) Sokletasi 
Soxhletasi adalah ekstraksi menggunakan pelarut yang selalu baru yang 
umumnya dilakukan dengan alat khusus sehingga terjadi ekstraksi kontinu dengan 
jumlah pelarut yang relatif konstan dengan adanya pendingin balik. Biomassa 
ditempatkan dalam wadah soxhlet yang dibuat dengan kertas saring, melalui alat 
ini pelarut akan terus direfluks. Alat soxhlet akan mengosongkan isinya ke dalam 
labu dasar bulat setelah pelarut mencapai kadar tertentu. Setelah pelarut segar 
melewati alat ini melalui pendingin refluks, ekstraksi berlangsung sangat efisien 
dan senyawa dari biomassa  secara efektif ditarik ke dalam pelarut karena 
konsentrasi awalnya rendah dalam pelarut. 
4) Infusi 
Infus adalah ekstraksi dengan pelarut air pada temperatur penangas air 
(bejana infus tercelup dalam penangas air mendidih, temperatur terukur 96-98˚C 
selama waktu tertentu (15-20 menit). 
5) Dekok  
Dekok adalah infus pada waktu yang lebih lama (suhu lebih dari 30˚C) dan 






Fraksinasi adalah proses pemisahan golongan utama kandungan yang satu 
dari golongan utama lainnya dalam ekstrak menjadi fraksi. Prosedur tersebut 
dapat dilakukan dengan menggunakan metode pemisahan kromatografi. Baik itu 
kromatografi lapis tipis (KLT), kromatografi kertas (KKt), kromatografi gas cair 
(KGC), dan kromatografi cair kenerja tinggi (KCKT).46 
Kromatografi merupakan suatu teknik analisis kimia berdasarkan metode 
pemisahan yang memerlukan waktu relatif singkat dan tidak membutuhkan alat 
yang rumit dibandingkan dengan metode pemisahan lainnya. Teknik ini pertama 
kali digunakan oleh Karl Runge pada tahun 1885, kemudian oleh Michael Tswett 
pada tahun 1906 dalam pemisahan pigmen Tumbuhan. Salah satu metode yang 
paling sering digunakan pada tahap fraksinasi ini yaitu kromatografi, baik 
kromatografi lapis tipis, kromatografi kertas dan kromatografi kolom.47 
Kromatografi adalah cara pemisahan campuran yang di dasarkan atas 
perbedaan komponen distribusi dari komponen campuran tersebut diantara dua 
fase yaitu fase diam (stationary) dan bergerak (mobile). Fase diam dapat berupa 
zat padat atau zat cair sedangkan fase bergerak dapat berupa zat cair atau gas.48 
Dalam teknik kromatografi, sampel yang merupakan campuran dari 
berbagai macam komponen ditempatkan dalam situasi dinamis dalam sistem yang 
terdiri dari fase diam dan fase bergerak. Semua pemisahan pada kromatografi 
tergantung pada gerakan relatif dari masing-masing komponen diantara kedua fase 
                                                 
46J.B Harbone., Metode Fitokimia, h. 8-9.     
47Maria Bintang, Biokimia Teknik Penelitian ( Jakarta: Erlangga, 2010), h. 141.   
48Eztien Yazid, Kimia Fisika untuk Paramedis, h. 194.   
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tersebut. Senyawa atau komponen yang tertahan (terhambat) lebih lemah oleh fase 
diam akan bergerak lebih cepat daripada komponen yang tertahan lebih kuat. 
Perbedaan gerakan (mobilitas) antara komponen yang satu dengan yang lainnya 
disebabkan oleh perbedaan dalam adsorbsi, partisi, kelarutan atau penguapan 
diantara kedua fase. Jika perbedaan-perbedaan ini cukup besar, maka akan terjadi 
pemisahan secara sempurna, Oleh karena itu dalam kromatografi, pemilihan 
terhadap fase bergerak maupun fase diam perlu dilakukan sedemikian rupa 
sehingga semua komponen bisa bergerak dengan kecepatan yang berbeda agar 
dapat terjadi proses pemisahan.49 
Kromatografi dapat digolongkan berdasarkan pada jenis fase-fase yang 
digunakan. Dalam kromatografi fase gerak dapat berupa gas atau zat cair dan fase 
diam dapat berupa zat padat atau zat cair, maka berdasarkan fase bergerak-fase 
diam terdapat empat macam sisten kromatografi yaitu kromatografi gas-cair, 
kromatografi gas-padat, kromatografi cair-padat dan kromatografi gas-gas. 
Kromatografi juga dapat didasarkan atas prinsipnya, misalnya kromatografi partisi 
dan kromatografi serapan. Sedangkan menurut teknik kerja yang digunakan, 
misalnya kromatografi kolom, kromatografi lapis tipis, kromatografi kertas dan 
kromatografi gas.50 
a. Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 
Kromatografi lapis tipis (KLT) merupakan kromatografi cair-padat dan 
merupakan metode pemisahan fisikokimia. Lapisan yang dapat memisahkan 
terdiri atas bahan berbutir-butir (fase diam), ditempatkan pada penyangga berupa 
                                                 
49Eztien Yazid, Kimia Fisika untuk Paramedis, h. 194.   
50Eztien Yazid, Kimia Fisika untuk Paramedis, h. 194-195.   
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pelat gelas, logam, atau lapisan yang cocok. Fase diam tersebut dapat berupa 
lapisan tipis alumina, silika gel atau bahan serbuk lainnya.51 
Pemisahan senyawa dengan kromatografi lapis tipis dalam medium secara 
prinsip sama dengan kromatografi kertas, tetapi mempunyai beberapa keuntungan 
tambahan, misalnya lebih banyak campuran medium dan senyawa yang dapat 
digunakan. Senyawa fluoresen dapat digabungkan dalam medium untuk 
memudahkan identifikasi noda. Metode ini sangat cepat dan dapat dilakukan 
kurang dari 1 hari. Noda yang dihasilkan sangat rapat, sehinga memungkinkan 
untuk mendeteksi senyawa dalam konsentrasi rendah. Senyawa yang dipisahkan 
dapat dideteksi dengan semprotan korosif pada suhu tinggi, di mana hal ini tidak 
dapat dilakukan pada kromatografi kertas.52 
Analisis dengan KLT menggunakan contoh dalam jumlah yang sangat 
kecil yang ditempatkan sebagai titik noda di atas permukaan plat tipis fasa diam 
(adsorbent). Adsorbent yang sering digunakan untuk KLT adalah alumina (Al2O3) 
dan silika gel (SiO2). Plat diletakkan dengan tegak dalam bejana pengembang 
(chamber) yang berisi sedikit pelarut pengembang. Kecepatan elusi senyawa-
senyawa sebagai komponen contoh lebih cepat dibandingkan dengan kecepatan 
pelarut yang mendahuluinya. Harga perbandingan ini dikenal sebagai harga Rf 
dan didefinisikan sebagai : 
Rf = 
jarak yang ditempuh noda
jarak yang ditempuh pelarut 
 
                                                 
51Dyah Septyaningsih, “Isolasi dan Identifikasi Komponen Utama Ekstrak Biji Buah 
Merah (Pandanus conoideus Lamk.) ” (2010), h. 11. 
52Maria Bintang, Biokimia Teknik Penelitian,  h. 148.   
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Nilai Rf sangat berpengaruh pada adsorbent, pelarut, ketebalan lapisan, 
temperatur serta kelembaban.53  
Pemisahan dengan KLT mudah diamati jika semua senyawa yang 
dipisahkan berwarna. Namun, jika terdapat beberapa senyawa tidak berwarna 
maka harus dilakukan penampakan bercak. Bercak yang terbentuk berdasarkan 
hasil pengembangan diamati dibawah sinar tampak dan sinar UV. Jika senyawa 
yang diteliti memiliki ikatan rangkap terkonjugasi atau cincin aromatik, bercak 
akan tampak gelap dengan latar belakang bersinar pada UV 254 nm. Jika 
pengamatan di bawah sinar UV tidak dapat mendeteksi suatu senyawa, maka 
perlu dilakukan pengujian reaksi dengan peyemprotan atau penguapan suatu 
reagen.54 
b. Kromatografi Kolom Cair Vakum 
Kromatografi kolom cair vakum merupakan salah satu metode  
kromatografi yang menggunakan kolom sebagai alat untuk memisahkan 
komponen-komponen dalam campuran. Prinsip kerja dari kromatografi ini yaitu 
adsorbsi atau serapan, sedangkan pemisahannya didasarkan pada senyawa-
senyawa yang akan dipisahkan terdistribusi diantara fase diam dan fase gerak 
dalam perbandingan yang berbeda-beda. Ukuran dari kolom yang digunakan 
tergantung pada banyaknya zat yang akan dipindahkan. Secara umum 
perbandingan panjang dan diameter kolom sekitar 8:1 sedangkan jumlah 
penyerapnya adalah 25-30 kali berat bahan yang akan dipisahkan. Untuk menahan 
                                                 
53Nuraini, “Identifikasi dan Karakterisasi Senyawa Bioaktif Antikanker dari Ekstrak 
Etanol Kulit Batang Kayu Bitti (Vitex cofassus)” (2014). h. 21.  
54Dyah Septyaningsih, “Isolasi dan Identifikasi Komponen Utama Ekstrak Biji Buah 
Merah (Pandanus conoideus Lamk.) ” (2010), h. 11.   
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penyerap (adsorben) di dalam kolom dapat digunakan gelas wool atau kapas. 
Adsorbennya dapat digunakan adsorben anorganik seperti alumina, bauksit, 
magnesium silikat, silika gel dan tanah diatom sedangkan adsorben organik 
seperti arang gula, karbon aktif paling sering digunakan.55 
3. Pemurnian dan Identifikasi 
Tehnik yang paling sederhana dan efektif untuk pemurnian padatan 
senyawa organik adalah kristalisasi atau rekristalisasi.  
a. Kristalisasi dan Rekristalisasi 
Kristalisasi memegang perananan yang sangat penting dalam industri 
kimia. Hal ini mengingat kurang lebih 70% dari produk-produk kimia dihasilkan 
dalam bentuk padatan/Kristal. Keuntungan dari menghasilkan produk dalam 
bentuk padatan antara lain adalah biaya transfortasi murah, padatan lebih tahan 
terhadap kerusakan akibat terjadinya dekomposisi dan bentuk padatan lebih 
memudahkan dalam pengepakkan dan penyimpanannya. Kristalisasi 
dikategorikan sebagai salah satu proses pemisahan yang efesien. Pada umumnya 
tujuan dari proses kritalisasi adalah untuk memisahkan dan pemurnian. Pada 
proses kristalisasi Kristal dapat diperoleh dari lelehan atau laurtan. Dari kedua 
peruses ini yang paling banyak dijumpai di industry adalah kristalisasi dari 
larutan.56  
b. Skrining Fitokimia  
Pendekatan skrining fitokimia meliputi analisis kualitatif kandungan kimia 
dalam tumbuhan atau bagian tumbuhan (akar, batang, daun, buah, bunga, biji), 
                                                 
55Eztien Yazid, Kimia Fisika untuk Paramedis, h. 198. 
56Wahyudi Siswanto, dkk “Studi Eksperimental Pemurnian Garam NaCl dengan Cara 
Rekristalisasi”, Jurnal Unitas, (2003), Vol. 11 no. 2. 
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terutama kandungan metabolit sekunder yang bioaktif, yaitu alkaloid, antrakinon, 
flavonoid, glikosida jantung, kumarin, saponin (steroid dan triterpenoid), tanin 
(polifenolat), minyak atsiri (terpenoid), dan sebagainya. Adapun tujuan 
pendekatan skrining fitokimia adalah mengetahui kandungan bioaktif atau 
kandungan yang berguna untuk pengobatan dalam tumbuhan.57 
c. Uji Spektroskopi Infra Red 
Identifikasi lengkap dalam golongan senyawa bergantung pada 
pengukuran sifat atau ciri lain, yang kemudian dibandingkan dengan data dalam 
pustaka. Salah satu cara dengan mengidentifikasi ciri spektrumnya yaitu dengan 
menggunakan spektroskopi inframerah (IR).58 
Spektrum inframerah senyawa tumbuhan dapat diukur dengan 
spektrofotometri inframerah yang merekam secara otomatis dalam bentuk larutan, 
bentuk gerusan dalam minyak nuyol atau bentuk padat yang dicampur dengan 
kalium bromide. Untuk padatan, sampel dibuat seperti cakram tipis dari campuran 
serbuk yang mengandung kira-kira 1 mg bahan dan 10-100 mg kalium bromida 
dalam kondisi tanpa air yang ditempa ke dalam cetakan. Jangka pengukuran mulai 
dari 4000 sampai 667 cm-1 dan perekaman spektrum memakan waktu kira-kira 
tiga menit.59 
Daerah spektrum inframerah di atas 1200 cm-1 menunjukka pita spectrum 
atau puncak yang disebabkan oleh getaran ikatan kimia atau gugus fungsi dalam 
molekul yang ditelaah. Daerah di bawah 1200 cm-1 menunjukkan pita yang 
                                                 
57Dyah Septiyahningsih, “Isolasi dan Identifikasi Komponen Utama Ekstrak Biji Buah 
Merah (Pandanus conoideus Lamk)”., h. 10.   
58J.B Harbone., Metode Fitokimia., h. 24   
59J.B Harbone., Metode Fitokimia., h. 25   
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disebabkan getaran seluruh molekul dank arena kerumitannya dikenal sebagai 
daerah “sidik jari”. Intensitas berbagai pita direkam secara subjektif pada skala 
sederhana: kuat (K), menengah (M) atau lemah (L).60 
Tabel 2.1 Frekuensi inframerah khas beberapa golongan senyawa alam 
Golongan senyawa                   Letak kira-kira pita khas*di atas 1200 cm-1 
Alkana                                       2940 (K), 2860 (M), 1455 (K), 1380 (M) 
Alkena                                       3050 (L-M), 1850 (L), 1650 (L-M), 1410 (L) 
Senyawa aromatik                     3050 (L-M), 2100-1700 (L), 1600, 1580, 1500 (L-M) 
Asetilena                                    3310 (M), 2225 (L), 2150 (L-M), 1300 (L) 
Alkohol dan fenol                      3610 (L-M), 3600-2400 (lebar), 1410 (M) 
Aldehida dan keton                    2750 (L), 2680 (L), 1820-1650 (K), 1420 (L-M) 
Ester dan lakton                          1820-1680 (K) 
Asam karboksilat                        3520 (L), 3400-2500 (Lebar M), 1760 (K), 1710 (K) 
Amina                                         3500 (M), 3400 (M), 3400-3100 (berubah-ubah), 1610 (M) 
Sianida                                        2225 (L-K) 
Isosianat                                       2270 (SK) 
*Agar sederhana pita di daerah sidik jari dihilangkan. Data diambil dari Brand dan Eglinton 
(1965). K = kuat, L = lemah, M = medium dan SK = sangat kuat 
 
  Pada kenyataannya, banyak gugus fungsi dapat diidentifikasi dengan 
menggunakan frekuensi getaran khasnya (tabel 2.1). Sehingga identifikasi dengan 
menggunakan spektrofotometri inframerah merupakan cara paling sederhana dan 
paling diandalkan dalam menentukan golongan senyawa.61 
 
 
                                                 
60J.B Harbone., Metode Fitokimia., h. 25-26   
61J.B Harbone., Metode Fitokimia., h. 26  
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D. Tinjauan Bakteri Staphylococcus  
Bakteri genus Staphylococcus kebanyakan adalah mikroflora yang normal 
hidup pada manusia. Staphylococcus memiliki bentuk bola yang berkoloni 
membentuk sekelompok sel yang tidak teratur sehingga bentuknya mirip 
gerombolan buah anggur. Kebanyakan tidak berbahaya dan tinggal di atas kulit 
dan selaput lendir manusia dan organisme lainnya. Staphylococcus sering diisolasi 
dari produk makanan dan air. Genus Staphylococcus mencakup 31 spesies salah 
satunya Staphylococcus aureus.  Bakteri Staphylococcus  aureus bersifat resisten 
terhadapt antibiotik dan resistensi sering terjadi karena penggunaan antibakteri 
yang tidak sesuai aturan, sehingga antibakteri yang digunakan menjadi tidak 
efektif. Bakteri ini biasanya terdapat pada saluran pernafasan atas atau kulit. 
Keberadaan Staphylococcus aureus pada saluran pernafasan atas dan kulit pada 
individu jarang menyebabkan penyakit, individu sehat biasanya hanya berperan 







Gambar 2.5: Bakteri Staphylococcus aureus 
                                                 
62Eva Ulina Sirat, Siti Khotimah dan Masnur Turnip, “ Ekstrak Buah Labah (Vitex 
pubescens Vahl) sebagai penghambat pertumbuhan Salmonella thypi dan Staphylococcus aureus” 
Jurnal Protobiont (40-45). (2014). h. 40. 
33 
 
Staphylococcus aureus dapat diklasifikasikan sebagai berikut:63 
Divisi   : Protophyta 
Kelas   : Schizomycete 
Bangsa   : Eubacteriales 
Suku   : Micrococcaceae 
Marga   : Staphylococcus 
Jenis   : Staphylococcus aureus 
Staphylococcus aureus tidak bergerak, tidak berspora dan gram positif. 
Bakteri ini mulai tumbuh pada berbagai pembenihan atau metabolism yang aktif, 
meragikan banya karbohidrat yang lambat, menghasilkan asam laktat tetapi tidak 
menghasilkan gas dari meragikan pigmen yang bervariasi dari putih sampai 
kuning tua. Staphylococcuc aureus pathogen sering menghemolisis darah dan 
mengkoagulasi plasma, beberapa diantaranya tergolong flora normal kulit dan 
selaput lendir manusia.64 
Escherichia coli, atau biasa disingkat E. coli adalah salah satu jenis spesies 
utaman bakteri gram negatif. Pada umumnya, bakteri yang ditemukan oleh satu 
Theodor Eschrich ini dapat ditemukan dalam usus besar manusia. Kebanyakan E. 
coli tidak berbahaya, tapi beberapa seperti E. coli  tipe O157:H7. Infeksi E. coli  
tipe O157:H7 pada manusia ditandai dengan menifestasi klinis yang luas  mulai 
dari tanpa menunjukkan gejala klinis atau asimtomatis sampai terlihat adanya 
                                                 
63 Asri Subekti, “Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol Daun Waru Landak (Hibiscus 
mutabilis L.) Terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli serta Brine shrimp lethataly 
Testí” Skripsi, Fakukltas Farmasi Universitas Muhammadiyah Surakarta. Surakarta (2009). h. 11. 
64Asri Subekti, “Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol Daun Waru Landak (Hibiscus 
mutabilis L.) Terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli serta Brine shrimp lethataly 
Testí” Skripsi, Fakukltas Farmasi Universitas Muhammadiyah Surakarta. Surakarta (2009). h. 11 
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diare berdarah atau tanpa berdarah serta yang lebih parah berupa hemorrhagic 
colitis dan hemolytic uremic syndrome. Infeksi umumnya terjadi karena adanya 
kontaminasi bakteri pad air minum atau air kolam, adanya kontak yang dekat 








Gambar 2.6: Bakteri Escherichia coli 
Klasifikasi bakteri Escherichia coli dapat diklasifikasikan sebagai beriku: 
Divisi   : Protophyta 
Kelas   : Schizomycetes 
Ordo   : Eubacteriales 
Famili   : Enterobacteriaceae 
Genus   : Eschericia 
Jenis   : Escherichia coli 
 
                                                 
65 I Wayan Suardana, Iwan Harjono Utama dan Michael Haryadi Wibowo, “Indentifikasi 
Escherichia coli O157:H7 dari Feses Ayam dan Uji Profil Homolisinya pada Media Agar Darah” 






A. Waktu dan Tempat Penelitian 
Pelaksanaan penelitian dimulai bulan Oktober 2015 – Februari 2016 di 
Laboratorium Kimia Organik Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam 
Negeri (UIN) Alauddin Makassar, Laboratorium Mikrobiologi Rumah Sakit 
Universitas Hasanuddin (UNHAS) Makassar dan Laboratorium Organik Fakultas 
MIPA Universitas Hasanuddin (UNHAS) Makassar. 
B. Alat dan Bahan 
1. Alat 
Alat-alat yang digunakan adalah alat-alat gelas, rotary evaporator, 
chamber, corong cintered glas, plat KLT, lampu UV 254-366 nm, kolom 
kromatografi cair vakum, kolom kromatografi gravitasi, neraca analitik, oven, alat 
penyemprot, pompa vakum, mikropipet, pipa kapiler, botol vial, pinset, pembakar 
spiritus, dan alat spektrofotometer FTIR Prestige 21 merek Shimadzu. 
2. Bahan 
Bahan yang digunakan adalah daun kayu bitti (Vitex cofassus), aquades, n-
heksan, etil-asetat, etanol, pereaksi liebermann-Buchhard, pereaksi Wagner, 
pereaksi Mayer, Pereaksi Dragendorf, asam sulfat (H2SO4) 10%, asam sulfat 
(H2SO4) pekat, natrium hidroksida (NaOH) 10%, Natrium klorida (NaCl), silika 
G60 (230-400) merck nomor catalog 7730, 7733, dan 7734, alumunium foil dan 
kertas saring dan bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. 
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C. Prosedur Kerja 
Prosedur kerja pada penelitian ini yaitu: 
1. Preparasi Sampel 
Daun kayu bitti (Vitex cofassus) dibersihkan dan dikeringkan (tanpa 
terkena sinar matahari langsung) kemudian di blender sampai berbentuk serbuk. 
2. Ekstraksi 
Ekstraksi senyawa dilakukan dengan metode maserasi atau perendaman. 
Serbuk daun kayu bitti (Vitex cofassus) ditimbang sebanyak 2 kg dan diekstraksi 
secara maserasi dengan 3 L pelarut etanol selama 24 jam dan diulang sebanyak 3 
kali. Kemudian filtrat yang dihasilkan ditampung dan dipekatkan dengan 
menggunakan rotary evaporator. Ekstrak pekat yang diperoleh diuji fitokimia 
fraksinasi, pemurnian dan identifikasi.66 
3. Uji Fitokimia  
Uji fitokimia dilakukan dengan cara kualitatif atau uji reagen. Ekstrak 
pekat etanol daun kayu bitti dilarutkan dengan pelarutnya (etanol). Kemudian 
dilakukan uji alkaloid, sterol, tripterpen, saponin, dan flavonoid.67 
a. Uji alkaloid 
1. Tes dengan Pereaksi Dragendorf 
Ditambhkan dua tetes pereaksi Dragendroff pada tiga tetes sampel, jika 
terjadi warna jingga atau endapan cokelat maka sampel tersebut 
mengandung alkaloid. 
                                                 
66Irmayanti. “Identifikasi dan Karakterisasi Senyawa Bioaktif Antikanker dari Ekstrak N-
Heksan Kulit Batang Kayu Bitti (Vitex cofassus)”. Skripsi (2014). h. 38.  
67 Irmayanti. “Identifikasi dan Karakterisasi Senyawa Bioaktif Antikanker dari Ekstrak N-
Heksan Kulit Batang Kayu Bitti (Vitex cofassus)”. Skripsi (2014). h. 38-40. 
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2. Tes dengan Pereaksi Wagner 
Ditambahkan dua tetes pereaksi Wagner pada 3 tetes sampel, jika terjadi 
endapan cokelat maka sampel tersebut mengandung alkaloid. 
3. Tes dengan Pereaksi Mayer 
Ditambahkan dua tetes pereaksi Mayer pada 3 tetes sampel, jika 
terbentuk endapan menggumpal berwarna putih atau kuning yang larut 
dalam methanol maka ada kemungkinan terdapat alkaloid. 
b. Uji Sterol dan Tripterpen 
Tes dengan pereaksi Lieberman-Bourchard 
Larutan sampel sebanyak 3 tetes diletakkan pada plat tetes 
kemudian ditambahkan 3 tetes pereaksi Lieberman-bourchardn (asam 
asetat glacial-asam sulfat pekat), apabila terbentuk warna merah hingga 
ungu maka positif terpenoid dan bila terbentuk warna biru hingga hijau 
maka positif steroid. 
c. Uji Flabvonoid 
Pemeriksaan golongan flavonoid dapat dilakukan melalui uji 
perubahan warna, yaitu: 
1. Tes dengan NaOH 10% 
Tiga tetes sampel ditambahkan ke dalam 3 tetes larutan NaOH 
10% pada plat tetes. Perubahan warna yang terjadi diamati bila terjadi 





2. Tes dengan H2SO4 (pekat) 
Tiga tetes sampel ditambahkan ke dalam 2-4 tetes larutan H2SO4 
pekat. Perubahan warna yang terjadi diamati bila terjadi perubahan 
warna  dari kuning tua menjadi merah tua maka positif flavonoid. 
3. Tes dengan FeCl3 
Tiga tetes pereaksi besi (III) klorida (FeCl3) 10% ditambahkan 
ke dalam 3 tetes sampel, perubahan warna yang terjadi diamati bila 
terjadi perubahan warna biru hitam atau kompleks biru. 
4. Fraksinasi dengan KLT dan KKCV 
Ekstrak kental yang diperoleh dianalisis menggunakan KLT dengan larutan 
pengembang (eulen) yaitu n-heksan:etil asetat dengan perbandingan 8 : 2 
kemudian diteruskan dengan kromatografi kolom cair vakum (KKCV). Fase gerak 
yaitu larutan pengembang yang diperoleh dari hasil KLT yang kepolarannya terus 
ditingkatkan  yaitu 100% n-heksan dua kali, n-heksa:etil asetat (9,5:0,5 (2x), 9:1 
(2x), 8:2 (3x), 7:3, 6:4, 4:6, 3:7, 2:8, 9:1) dan 100% etil asetat. Hasil fraksinasi 
dianalisis menggunakan KLT dengan eluen n-heksan:etil asetat 8:2 dan faksi-
fraksi yang mempunyai nilai Rf yang sama digabung. Faksi gabungan dengan 
profi noda sedikit dilanjutkan ke tahap kristalisasi, rekristalisasi, dan pemurnian.68 
5. Pemurnian  
Pemurnian dilakukan dengan cara kristalisasi dan rekristalisasi dengan 
pelarut n-heksan sehingga diperoleh Kristal murni yang berwarna putih kehijauan 
yang ditandai dengan hasil KLT yang menunjukkan satu noda pada tiga system 
                                                 
68Irmayanti. “Identifikasi dan Karakterisasi Senyawa Bioaktif Antikanker dari Ekstrak N-
Heksan Kulit Batang Kayu Bitti (Vitex cofassus)”. Skripsi (2014). h. 40.  
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eluen yaitu eluen n-heksan:etil asetat (8:2), n-heksan:kloroform (9:1) dan 
kloroform:etil asetat (2:8). Kristak murni diidentifikasi dengan uji fitokimia dan 
analisis data spektroskopis FTIR serta diuji aktivitas antibakterinya.69 
6. Identifikasi Ekstrak Etanol Daun Kayu Bitti  
a. Uji Fitokimia 
b. Analisis data spektoskopis FTIR 
Senyawa dari kristal murni ditumbuk hingga memenuhi ukuran partikel 
kurang dari 2 µm. Kemudian dimasukkan ke dalam pellet press secara merata. 
Pellet press dihubungkan ke pompa vakum selama 15 menit diusahakan pellet 
yang terbentuk mempunyai ketebalan 0,3 mm (transparan), selanjutnya dibuka 
pellet secara hati-hati dan dipindahkan ke dalam sel holder menggunakan spatula. 
Setelah itu diatur alat spektrometer Infra Merah (IR) dengan kecepatan kertas 
pada posisi “normal” dan ekspansi transmisi “100x”. Dicek skala kertas melalui 
pembuatan spektrum dari film polystiren. Apabila skala kertas sudah tepat, dengan 
cara yang sama dibuat spektrum Infra Red (IR) dari sampel yang sudah disiapkan, 
kemudian ditentukan gugus-gugus fungsinya.70 
7. Uji Aktifitas Antibakteri 
a. Pembuatan Konsentrasi Ekstrak Dan Kristal 
Ekstrak kental daun kayu bitti dibuat dalam beberapa konsentrasi yaitu 
konsentrasi 100%, 50%, dan 25% dengan pelarut etanol. Begitupun dengan kristal 
murni. 
                                                 
69Irmayanti. “Identifikasi dan Karakterisasi Senyawa Bioaktif Antikanker dari Ekstrak N-
Heksan Kulit Batang Kayu Bitti (Vitex cofassus)”. Skripsi (2014). h. 40.  
70Irmayanti. “Identifikasi dan Karakterisasi Senyawa Bioaktif Antikanker dari Ekstrak N-
Heksan Kulit Batang Kayu Bitti (Vitex cofassus)”. Skripsi (2014). h. 40-41.  
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b. Penyiapan Bakteri Uji 
Bakteri yang digunakan adalah isolat bakteri Staphylococcus aureus dan 
Escherichia coli (E. coli). 
c. Peramajaan Bakteri 
Bakteri uji diremajakan dengan menggores bakteri menggunakan ose pada 
media agar miring NA dan diinkubasi pada suhu 37 0C selama 24 jam. 
d. Pembuatan Suspense Bakteri 
Satu ose bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli (E. coli) dari 
medium NA diambil dan dicampurkan ke dalam NaCl 0,9% kemudian 
dihomogenkan. Suspense bakteri kemudian disamakan kekeruhannya dengan 
laerutan standar 0,5 Mc Farlan dengan menggunakan alat Densichek. 
e. Penyiapan Media Muller Hinton Agar (MHA) 
Ditimbang 3,5 gram MHA dimasukkan ke dalam Erlenmeyer dan 
ditambahkan aquadest 100 ml, dipanaskan sampai mendidih dan diaduk, ditutup 
dengan kapas yang dibungkus dengan kasa steril. Disterilkan media di autoklaf 
ada suhu 1210C selama 15 menit. Setelah steril, tuang MHA ke dalam cawan petri 
sebanyak 5 mL dan biarkan 15 menit, selanjutnya letakan pencadangan diatas 
permukaan media dan tuan media MHA sebanyak 15 mL dan biarkan selama 15 
menit, cabut pencadangan dari permukaan media sehingga terbentuk 





f. Pengujian Aktivitas Bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia 
coli (E. coli). 
Inokulasikan suspense bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli 
pada permukaan media MHA dengan swab steril hingga seluruh permukaan 
kontak dengan isolate bakteri, diamkan ± 15 menit hingga permukaan media 
kering. Dengan menggunakan mikropipet, teteskan ± 200 µL ekstraks pada 
sumur/pencadang, kontrol, obat yang digunakan yaitu diks ciprofloxacin, kontrol 
negatifnya etanol. Inkubasi 2x24 jam, diamati dan diukur zona bening hambat 
yang dihasilkan pada setiap konsentrasi dengan jangka sorong, pengujian ini 






HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
A. Hasil Pengamatan 
1. Ekstraksi 
Sampel daun kayu bitti (Vitex cofassus) yang telah dimeserasi sebanyak    
± 2 kg dengan menggunakan 3 L pelarut etanol selama 1x24 jam sebanyak 3 kali 
menghasilkan enstrak kental 209,5828 gram. 
2. Uji Fitokimia  
Ekstrak kental dari etanol selanjutnya diuji fitokimia untuk mengetahui 
jenis metabolit sekunder yang terkandung di dalamnya dengan berbagai pereaksi. 
Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa ekstrak entanol positif mengandung 
senyawa metabolit sekunder jenis alkaloid dan flavonoid. Hasil uji fitokimia 








                  (e)                         (f)                          (g) 
Gambar 4.1: Uji Fitokimia (a) Dragendorf, (b) Wagner,  (c) Mayer, (d) 
Lieberman-buchard, (e) NaOH 10%, (f) H2SO4 pekat (g) FeCl3 10% 
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Tabel 4.1. Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Etanol Daun Kayu Bitti  
No   Jenis Pereaksi                          Hasil                                    Keterangan 
1     Mayer                                        Endapaan Kuning                 +Alkaloid     
2     Dragendorf                                Endapan Cokelat                  +Alkaloid 
3     Wagner                                      Endapan Cokelat                  +Alkaloid 
4     Lieberman buchard                   Endapaan Kuning                 -Steroid 
5     NaOH 10%                              Endapaan Kuning                  +Flavonoid 
6     H2SO4 Pekat                             Endapaan merah tua              +Flavonoid 
7     FeCl3 10%                                Endapan cokelat                     -Flavonoid 
3. Fraksinasi dan Permurnian 
Ekstrak etanol yang diperoleh difrkasinasi dengan menggunakan 
kromatografi kolom cair vakum (KKCV) dengan perbandingan eluen n-
heksan:etil asetat yang ditingkatkan terus kepolarannya yaitu pelarut n-heksan 
100% (dua kali), n-heksan dua kali, n-heksa:etil asetat (9,5:0,5 (2x), 9:1 (2x), 8:2 
(3x), 7:3, 6:4, 4:6, 3:7, 2:8, 9:1) dan 100% etil asetat sehingga menghasilkan 17 











Tabel 4.2. Hasil Uji Pengamatan Fraksi Awal 
Fraksi               Eluen Keterangan                                    Keterangan Fraksi 
1                        n-heksan 100%                                          Larutan bening 
2                        n-heksan 100%                                          Larutan kuning tua 
3                        n-heksan: etil asetat (9,5: 0,5)                    Larutan kuning tua 
4                        n-heksan: etil asetat (9,5: 0,5)                    Larutan kuning  
5                        n-heksan: etil asetat (9:1)                           Larutan hijau kekuningan 
6                        n-heksan: etil asetat (9:1)                           Larutan hijau  
7                        n-heksan: etil asetat (8:2)                           Larutan hijau 
8                        n-heksan: etil asetat (8:2)                           Larutan hijau pekat 
9                        n-heksan: etil asetat (8:2)                           Larutan hijau pekat 
10                      n-heksan: etil asetat (7:3)                           Larutan hijau tua 
11                      n-heksan: etil asetat (6:4)                           Larutan hijau tua 
12                      n-heksan: etil asetat (5:5)                           Larutan hijau  
13                      n-heksan: etil asetat (4:6)                           Larutan bening 
14                      n-heksan: etil asetat (3:7)                           Larutan bening 
15                      n-heksan: etil asetat (2:8)                           Larutan bening 
16                      n-heksan: etil asetat (1:9)                           Larutan bening 
17                      100% Etil asetat                                         Larutan bening 
Fraksi-fraksi yang diperoleh kemudian di KLT untuk mengetahui 
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Gambar 4.2. Kromatografi Lapis Tipis (KLT) setelah KKCV 
Setelah digabung diperoleh 5 fraksi yang diantaranya fraksi A (fraksi (1-5), 





Gambar 4.3. Kromatografi Lapis Tipis (KLT) fraksi Gabungan 
Pada fraksi A terbentuk kristal sehingga direkristalisasi dengan pelarut n-
heksan dan dihasilkan serbuk kristal putih kehijauan dengan berat 0,0348 gram. 
Kristal kemudian dianalisis dengan uji KLT menggunakan eluen n-heksan:etil 
asetat (8:2) dan menunjukkan satu noda. Uji kemurnian kristal dilakukan melalui 
uji KLT tiga system eluem dengan menggunakan eluen n-heksan:etil asetat (8:2), 
n-heksan:kloroform (2:8), kloroform:etil asetat (2:8), dan masing-masing 
menunjukkan satu noda seperti pada gambar di bawah ini: 









(a)         (b)         (c)   
Gambar 4.4: Kromatografi Lapis Tipis (KLT) Hasil Uji Tiga Sistem Eluen (a)    
n-heksan:etil asetat (8:2) Rf 0,95 (b) n-heksan:kloroform (2:8) Rf 0,21  
(c) Kloroform:etil asetat (2:8) Rf 0,90 
4. Identifikasi 
a. Uji Fitokimia 
Identifikasi selanjutnya adalah uji fitokimia kristal. Hasil yang       
diperoleh adalah kristal yang diperoleh mengandung senyawa metabolit    
sekunder jenis alkaloid karena positif terbentuk endapan putih/kuning pada        
uji pereaksi mayer, terbentuk endapan coklat pada pereaksi wagner dan     
terbentuk endapan jingga/coklat pada pereaksi dragendorff seperti pada       















                NaOH 10%       H2SO4 Pekat            FeCl3 
Gambar 4.5. Fitokimia Kristal Murni 
Tabel 4.3. Hasil Uji Fitokimia Kristal Murni 
No   Jenis Pereaksi                     Hasil                                         Keterangan 
1     Mayer                                   Endapaan putih/Kuning                 +Alkaloid     
2     Dragendorf                           Endapan Cokelat/jingga                 +Alkaloid 
3     Wagner                                 Endapan Cokelat                            +Alkaloid 
4     Lieberman buchard              Endapaan puith                              -Steroid 
5     NaOH 10%                         Endapaan Kuning                            -Flavonoid 
6     H2SO4 Pekat                        Endapaan merah tua                       -Flavonoid 
7     FeCl3 10%                           Endapan cokelat                             -Flavonoid 
b. Analisis Data Spektroskopis FTIR 
Kristal yang diperoleh kemudian dianalisis dengan menggunakan  alat 




Tabel 4.4. Interprestasi Spektrum Inframerah 
No 
Bilangan Gelombang (cm-1)                     Kemungkinan Gugus                          
  Isolat                *Isolat              **Isolat                         Fungsi 
1.     3442,94            3464,15           3392,56                         N-H 
2.     2922,16            2985,81           2927,75                         C-H 
3.     1737,86            1743,65           1703,03                         C=O 
*     Tities 
**   Riksa Aksara 
5. Uji Antibakteri 
Ekstrak kental kristal selanjutnya dilakukan uji aktivitas antibakteri 
terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Daya hambat dari 
suatu senyawa dilihat dari zona bening pada media yang telah ditumbuhkan 
bakteri. Daya hambat yang diperoleh terilihat pada table 4.5 di bawah ini: 
Tabel 4.5. Zona Hambat Ekstrak dan Kristal Murni Terhadap Bakteri Uji. 
No  Sampel      Konsentrasi    Zona Hambat   Zona Hambat   Zona Hambat 
                                                                                 S. aureus              E. coli 
1.   Ekstrak      100%              26,33 mm                     +                     - 
                       50%               25 mm                          +                     - 
                       25%               20,33 mm                     +                     - 
                       Kontrol (+)     Positif                          +                     + 
                       Kontrol (-)      Negatif                         -                     - 
2.   Kristal        100%             Negatif                         -                     - 
                        50%              Negatif                         -                     - 
                        25%              Negatif                         -                     - 
                       Kontrol (+)     Positif                          +                     + 




1. Ekstraksi Senyawa Metabolit Sekunder dari Daun Kayu Bittti 
Daun kayu bitti dikeringkan pada suhu kamar tanpa terkena sinar matahari 
langsung karena sebagian besar senyawa metabolit sekunder dalam sampel akan 
rusak oleh panas matahari langsung. Proses pengeringan bertujuan untuk 
mempermudah proses pembuatan serbuk dan mengurangi kadar air dalam sampel 
sehingga tidak berjamur. Sampel yang telah dikeringkan kemudian diblender 
sampai berbentuk serbuk yang bertujuan untuk memperluas permukaan yang 
kontak langsung  dengan pelarut sehingga proses ekstraksi berlangsung lebih baik 
dan  menghasilkan jumlah ekstrak yang lebih banyak. Semakin halus serbuk, 
maka kelarutan akan meningkat karena semakin banyak terjadi kontak dengan 
pelarut,  maka semakin banyak zat yang dapat terbentuk dan semakin efesien 
proses pemisahan atau ekstraksi yang terjadi. 
Ekstraksi merupakan teknik pemisahan sejumlah bahan pada yang terdapat 
pada jaringan tumbuhan. Ekstraksi yang dipilih dalam penelitian ini adalah 
ekstraksi dengan metode maserasi. Maserasi merupakan teknik ekstraksi dengan 
cara perendaman sampel menggunakan pelarut organic pada temperature kamar. 
Pemilihan teknik ekstraksi dengan cara maserasi memiliki beberapa keuntungan 
yaitu pengerjaannya mudah dan sangat cocok untuk senyawa matabolit sekunder 
yang tidak tahan panas dan dapat melarutkan banyak senyawa metabolit sekunder 
kecuali bahan yang mudah mengembang. Ekstraksi bahan aktif dari jaringan 
tumbuhan mempunyai prinsip pelarut harus berdifusi ke dalam dinding sel dan 
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selanjutnya zat aktif harus cukup larut dalam pelarut. Dengan demikian akan 
dicapai kesetimbangan antara pelarut dan zat terlarut. 
Pemilihan pelarut yang digunakan dalam maserasi harus pelarut yang 
memiliki sifat senyawa polar dapat larut dalam pelarut polar dan senyawa 
nonpolar dapat larut dalam pelarut nonpolar. Pelarut yang digunakan dalam proses 
maserasi adalah pelarut etanol. Pelarut dipilih karena etanol merupakan pelarut 
yang dapat melarutkan senyawa –senyawa metabolit sekunder yang polar dan 
senyawa yang memiliki tingkat kepolaran yang rendah. Pelarut etanol memiliki 
gugus hidroksil yang menyebabkan dapat mengikat senyawa-senyawa polar 
seperti flavonoid dan alkaloid. Maserasi dilakukan selama 1 x 24 jam (3 kali) dan 
menghasilkan maserat yang berwarna coklat. Maserat selanjutnya dievaporasi 
yang bertujuan untuk mendapatkan ekstrak kental etanol daun kayu bitti (Vitex 
cofassus). 
2. Fraksinasi 
Ekstrak kental yang diperoleh selanjutnya dianalisisi dengan KLT yang 
merupakan identifikasi awal untuk menentukan jumlah senyawa dari ekstrak 
kental serta pendeteksi awal dari hasil isolasi. KLT juga bertujuan untuk 
mengetahui eluen yang bagus untuk proses fraksinasi awal dengan kromatografi 
kolom cair vakum. Eluen yang digunakan dengan berbagai perbandingan pelarut 
mulai dari yang kepolarannya rendah sampai yang kepolarannya tinggi. Eluen 
dikatakan bagus apabila memiliki pola pemisahan yang paling baik daripada eluen 
yang lain karena memberikan profil noda yang terpisah baik. Eluen yang sesuai 
yang digunakan adalah eluen n-heksan:etil asetat (8:2) dengan nilai Rf senyawan 
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adalah 0.36. fase diam berupa plat KLT silika G60 PF 254 dan penampakan noda 
lampu UV 254-336 nm dan cairan penyemprot penampak noda H2SO4 10%. Asam 
sulfat digunakan karena asam sulfat merupakan penampak noda yang umum 
untuk senyawa metabolit sekunder maupun senyawa metabolit primer. Selain uji 
KLT ekstrak kental juga diuji fitokimia yang bertujuan untuk mengetahui jenis-
jenis senyawa metabolit sekunder yang terdapat dalam ekstrak. Dari hasil uji 
fitokimia diperoleh bahwa ekstrak kental etanol daun kayu bitti (Vitex cofassus) 
mengandung senyawa metabolit sekunder jenis flavonoid dan alkaloid seperti 
yang terlihat pada Gambar 4.1 dan Tabel 4.1. Hal ini disebabkan karena pelarut 
etanol memiliki sifat yang polar sehingga dapat mengikat senyawa metabolit 
sekunder yang polar. Ekstrak kental masih banyak mengandung beberapa senyawa 
metabolit sekunder oleh Karen itu harus dipisahkan menjadi senyawa-senyawa 
yang lebih sedikit sehingga harus dilakukan proses fraksinasi. 
Fraksinasi adalah proses pemisahan komponen-komponen senyawa dalam 
ekstrak kental menjadi fraksi. Fraksinasi awal dilakukan dengan kromatografi 
kolom cair vakum. Fase diam yang digunakan adalah silika G60 Merck nomor 
catalog 7730. Ekstrak kental diimpregnasi dengan silika G60 Merck nomor catalog 
7730. Tujuan dari proses impregnasi adalah agar sampel yang akan difraksinasi 
dapat tersebar dengan homogen dan diharapkan hasil pemisahan baik. Fase diam 
dikemas ke dalam KKCV. Pengemasan kolom harus betul-betul rapat yang 
bertujuan agar proses elusi dan pemisahan senyawanya berjalan sempurna. Fase 
gerak berupa eluen yang ditingkatkan terus kopolarannya. Eluen yang berguna 
adalah 100% n-heksan dua kali, n-heksan:etil asetat (9,5:0,5 dua kali, 9:1 dua kali, 
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8:2 tiga kali, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9) dan 100% etil asetat. Hal ini 
bertujuan agar senyawa yang diinginkan terelusi dalam bentuk fraksi-fraksi yang 
terelusi dengan baik. Kromatografin kolom cair vakum dibantu dengan tekanan 
dari pompa vakum sehingga laju aliran fase gerak meningkat. Fraksi yang terelusi 
bersama dengan eluen ditampung ke dalam wadah fraksi. 
Fraksi yang diperoleh dari hasil fraksinasi awal adalah sebanyak 17 fraksi 
sepeeti yang terlihat pada tabel 4.2. Fraksi-fraksi yang diperoleh selanjutnya di 
KLT dengan eluen n-heksan:etil asetat (8:2) yang bertujuan agar senyawa-
senyawa yang memiliki penampakan noda yang sama pada KLT digabung. Hasil 
fraksi gabungan yaitu terdiri dari fraksi A, fraksi B, fraksi C, fraksi D, dan fraksi 
E. dari ke 5 fraksi, fraksi yang menunjukkan tanda-tanda krtistal adalah fraksi A.  
3. Pemurnian 
Untuk mengetahui kemurnian dari kristal yang didapat dari kromatografi 
kolom cair vakum makan dilakukan uji kemurnian komponen hasil pemisahan 
dengan kromatografi lapis tipis hingga tampak satu noda tinggal pada minimal 
tiga sistem eluen. Selain itu jika senyawa tersebut telah murni akan memberikan 
noda tunggal dalam eluen apapun. Apabila kristal belum murni makan akan 
dilanjutkan pemurnian dengan cara kristalisasi dan rekristalisasi, teknik 
rekristalisasi menggunakan pelarut yang sesuai. Pada proses kristalisasi terjadi  
kesetimbangan antara  molekul dalam larutan dan kesetimbangan dengan kisi-kisi 
kristalnya. Proses pemurnian kristal A dilakukan dengan pelarut n-heksan. 
Masalah utama dalam kristalisasi adalah pemilihan pelarut yang sesuai untuk 
melarutkan zat-zat pengotor. Pelarut ideal untuk kristalisasi adalah tidak bereaksi 
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dengan senyawa yang akan dikristalkan. Bersifat volatif sehingga mudah 
dipindahkan dari kristal. Kristal yang diperoleh dari hasil rekristalisasi adalah 
kristal berwarna putih kehijauan yang selanjutnya di uji kemurnian dengan uji 
KLT tiga sistem eluen. Eleun yang digunakana adalah eluen n-heksan:etil asetat 
(8:2), n-heksan:kloroform (2:8), dan klroform:etil asetat (2:8) terlihat pada 
Gambar 4.2. Penampakan satu noda pada tiga sistem eluen membuktikan bahwa 
kristal yang diperoleh telah murni. 
4. Indentifikasi Senyawa 
a. Uji Fitokimia  
Senyawa murni selanjutnya dilakukan uji fitokimia yang bertujuan untuk 
mengetahui kandungan senyawa metabolit sekunde yang terdapat pada kristal 
yang sangat berguna dalam menentukan golongan utama dari senyawa 
bioaktifnya. Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa kristal mengandung jenis 
senyawa metabolit sekunder yaitu alkaloid karena positif dengan uji pereaksi 
mayer, wagner, dan dragendorff (Gambar 4.3). alkaloid mengandung nitrogen 
sebagai bagian dari sistem sikliknya serta mengandung subtiluen yang bervariasi 
seperti gugus amina, amida, fenol, dan metoksis sehingga alkaloid bersifat 
semipolar. 
b. Analisi data spektroskopis FTIR 
Tampilan spektrum menunjukkan bahwa puncak yang menunjukkan 
gugus-gugus fungsi dengan grafik perbandingan serapan bilangan gelombang 













Gambar 4.6 Hasil Karakterisasi dengan Alat Spektoofotmeter Inframerah 
Data spectrum inframerah isolat kemungkinan mengandung beberapa 
gugus fungsi seperti N-H primer urutann pada bilangan gelombang 3442,94 cm-1-
2321,72 cm-1 terlihat pada daerah 3000-3500 cm-1. Adanya pita tajam dengan 
intensitas tajam dan kuat pada bilangan 2292,16 cm-1 merupakan C-H          
alifatik dan 2850,79 cm-1 meupakan C-H aldehid. Gugus karboksi (C=O) 
diindikasikan oleh adanya serapan yang tajam pada daerah bilangan gelombang 
1737,86 cm-1. Data interprestasi spektogram FTIR lain menunjukkan puncak-
puncak vibrasi dengan serapan pada panjang gelombang 2464,15 cm-1 yang 
merupakan serapan dari vibrasi gugus N-H, selain itu didukung pula dengan 
adanya serapan pada panjang gelombang 1597,07 cm-1 yang merupakan vibrasi 
tekuk gugus N-H. serapan kuat pada daerah panjang gelombang 1743,65 cm-1 
diduga karena adanya gugus fungsi C=O karboksilat. Rentangan C-H alifatik 
asimetris dan simestris ditunjukkan pada panjang gelombang 2985,81 cm-1 dan 
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2908,65 cm-1 hal ini berasal dari gugus CH2. 
71 senyawa metabolit sekunder jenis 
alkaloid dapat diperkirakan jika isolate tersebut terdapat gugus N-H, C-H, dan 
C=O. Hasil analisis IR selanjutnya bahwa senyawa hasil isolate merupakan 
senyawa alkaloid yang mempunyai gugus fungsi N-H pada serapan 3392,56  cm-1 
dan 1514,02 cm-1 yang merupakan cirri khas dari alkaloid. Adanya serapan 
2927,75 cm-1 yang memiliki intestitas yang tajam dan kuat diduga adanya C-H 
alifatik. Serapan 1703,03 cm-1 dan 1614,31 cm-1 diduga adanya gugus fungsi 
karbonil (C=O). Senyawa alkaloid dari isolate ini kemungkinan merupakan 
senyawa alkaloid jenis piperidin.72 
Berdasarkan beberapa hasil analisa inframerah diatas dengan adanya  
gugus N-H, C-H alifatik dan karbonil (C=O) dapat disimpulkan bahwa diduga 
senyawa dari isolat ini merupakan senyawa metabolit sekunder jenis alkaloid. 
5. Uji Aktivitas Antibakteri 
Parameter yang diamati dalam penelitian ini adalah besarnya diameter 
zona hambat yang terbentuk akibat pengaruh ekstrak daun kayu bitti 
menggunakan pelarut etanol. Zona hambat yang terbentuk disekitar lubang 
sumuran menunjukkan terdapat aktivitas senyawa antibakteri Staphylococcus 
auerus dan Escherichia coli. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak makan semakin 
besar pula diameter zona hambat yang terbentuk untuk mengamati  bakteri 
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli yang mati. Pengamatan dilakukan 
                                                 
71Muhammad Titis B.M, dkk. “judul isolasi, identifikasi dan uji aktivitas senyawa 
alkaloid daun binahong (Anredera cordifolia) (Tenore)” FSM Universitas Diponegoro Semarang. 
2013. h. 198-199.  
72 Riska Aksara, dkk. “Identifikasi Senyawa Alkaloid dari Ekstrak Metanol Kulit Batang 
Mangga  (Mangifera indica L.)”. FMIPA Universitas Negara Gorontalo. 2013. h. 517-518. 
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dengan cara mengukur zona bening yang terbentuk menggunakan jangka sorong, 
sehingga disebut dengan zona hambat.  
Uji aktivitas antibakteri bertujuan untuk mengetahui daya hambat ekstrak 
etanol pada daun kayu bitti (Vitex cofassus) terhadap bakteri Staphylococcus 
aureus  dan E.coli. Hasil uji ekstrak etanol daun ayu bitti dapat menghambat 
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus tetapi tidak berpengaruh pada 
pertumbuhan E.coli. Pada uji kristal diperoleh hasil bahwa kristal tidak mampu 
menghambat pertumbuhan bakteri baik dari bakteri Staphylococcus aureus 
maupun E.coli. 
Hasil uji aktivitas antibakteri menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun 
kayu bitti memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus 
tetapi tidak pada E.coli pada konsetrasi 100%, 50%, dan 25%. Hal tersebut 
disebabkan karena ada perbedaan sensitifitas pada bakteri. Bakteri Staphylococcus 
aureus merupakan bakteri golongan gram positif yang dinding selnya lebih 
sederhana dibandingkan dengan bakterti Escherichia coli  yang dinding selnya 
lebih kompleks, bakteri ini termasuk dalam golongan gram negative. Hal tersebut 
sesuai dengan pernyataan Eni dkk, (2009) bahwa bakteri Escherichia coli 
mempunyai ketahanan yang baik terhadao senyawa antibakteri sehingga respon 
hambat bakteri Escherichia coli lemah. Amalia dkk. (2014) menambahkan bahwa 
bakteru yang termasuk dalam golongan gram positif memiliki kepekaan terhadap 
antibakteri lebih baik dibandingkan dengan golongan bakteri gram negative, hal 
tersebut disebabkan perbedaan struktur dinding sel. Struktur dinding sel bakteri 
gram negatif relatif lebih kompleks, memiliki tiga lapis yaitu lapisan luar yang 
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berupa lipoprotein, lapisan tengah yang berupa lipopolisakarida dan lapisan dalam 
berupa peptidoglikan. Sedangkan struktur dinding sel mikroba gram positif relatif 
lebih sederhana sehingga memudahkan senyawa antimikroba untuk masuk ke 
dalam sel dan menemukan sasaran untuk bekerja.73 
Hasil uji pada kristal murin tidak menghambat pertumbuhan bakteri. 
Kerena pada kristal murni mengandung senyawa alkaloid. Menurut Maulita dkk. 
(2009), golongan senyawa kimia yang terdapat pada ekstrak etanol daun jarak 
pagar yaitu flavonoid, saponin, dan tannin mempunyai aktivitas antibakteri 
terhadap bakteri Staphylococcu aureus, tetapi tidak mempunyai aktivitas 
antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli. Mekanisme kerja flavonoid sebagai 
antibakteri adalah membentuk senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler 
dan terlarut sehingga dapat merusak membran sel bakteri dan diikuti dengan 
keluarnya senyawa inraseluler.74 
Ekstrak etanol daun kayu bitti dapat menghambat pertumbuhan bakteri 
Staphylococcus aureus pada konsentrasi 100%, 50%, dan 25% tetapi tidak 
berpengaruh terhadap bakteri Escherichia coli (E.coli). Hal tersebut disebabkan 
karena dinding sel dari bakteri E.coli sangat kompleks disbanding dinding sel 
bakteri Staphylococcus aureus dengan dinding sel yang lebih sederhana. Isolat 
murni tidak member uji reaktif terhadap ke dua bakteri uji yang digunakan 
senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada isolate adalah jenis alkaloid.
                                                 
73 Intan Ayu Permadani dkk. “Daya Hambat Ekstrak Daun Beluntas (Pluchea indica L.) 
Menggunakan Pelarut Etanol Terhadap Pertumbuhan Bakteri Staphylococcus aureus dan 
Escehrichia coli Penyebab Mastitis pada Sapi Perah”. Fakultas Peternakan Universitas Brawijaya, 
h. 10-11. 
74 Maulita Cut Nuria, dkk. “Uji Antibakteri Ekstrak Etanol Daun Jarak Pagar (Jatropha 
curcas L.) terhadap Bakteri Staphylococcus aureus, Escherichia coli dan Samonella typhi”. 






A. Kesimpulan  
Kesimpulan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 
1. Senyawa yang diisolasi dan diidentifikasi dari ekstrak etanol daun kayu bitti 
(Vitex cofassus) adalah senyawa metabolit sekunder jenis alkaloid 
2. Daya hambat ekstrak etanol daun kayu bitti (Vitex cofassus) yang diperoleh 
terhadap bakteri Staphylococcus aureus dengan tiga kali pengujian (triplo) 
diperoleh niali rata-rata zona hambat pada masing-masing konsetrasi 100% 
(26,33 mm), 50% (25 mm, dan 25% (20,33 mm) tetapi tidak berpengaruh 
terhadap bakteri E.coli. Sedangkan untuk kristral murni diperoleh hasil 
bahwa kristal pada konsentrasi 100%, 50% dan 25% tidak memiliki daya 
hambat terhadap bakteri  Staphylococcus aureus dan E.coli. 
B. Saran 
Saran pada penilitian selanjutnya adalah perlunya karakteristik lanjutan 
untuk kristal murni dengan alat instrument lainnya seperti UV-Vis dan GC-MS 
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KLT Awal dan Fitokimia 













































      NaOH 10%  H2SO4 Pekat  FeCl3 10% 
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Fraksi A terbentuk 
kristal sehingga 
dilanjut pada proses 
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Lampiran 4. Perhitungan  
Perhitungan Pembuatan Eluen 
1. 100 N-Heksan 
2. N-Heksan:Etil Asetat (9,5:0,5) 
9,5
10
 x 5= 4,75 mL : 
0,5
10
 x 5= 0,25 mL 
3. N-Heksan:Etil Asetat (9:1) 
9
10
 x 5= 4,5 mL : 
1
10
 x 5= 0,5 mL 
4. N-Heksan:Etil Asetat (8:2) 
8
10
 x 5= 4 mL : 
2
10
 x 5= 1 mL 
5. N-Heksan:Etil Asetat (7:3) 
7
10
 x 5= 3,5 mL : 
3
10
 x 5= 1,5 mL 
6. N-Heksan:Etil Asetat (6:4) 
6
10
 x 5= 3 mL : 
1
10
 x 5= 2 mL 
7. N-Heksan:Etil Asetat (5:5) 
5
10
 x 5= 2,5 mL : 
5
10
 x 5= 2,5 mL 
8. N-Heksan:Etil Asetat (4:6) 
4
10
 x 5= 2 mL : 
6
10
 x 5= 3 mL 
9. N-Heksan:Etil Asetat (3:7) 
3
10
 x 5= 1,5 mL : 
7
10





10. N-Heksan:Etil Asetat (2:8) 
2
10
 x 5= 1 mL : 
8
10
 x 5= 4 mL 
11. N-Heksan:Etil Asetat (1:9) 
1
10
 x 5= 0,5 mL : 
9
10
 x 5= 4,5 mL 
Pembuatan Konsentrasi Larutan Ekstrak untuk Uji Antibakteri 
1. Ekstrak 100%  
5 gram ekstrak ditambahkan dengan 5 mL etanol 
%: gram zat terlarut / ml larutan x 100 
%: 5 gram / 5 mL x 100 
%: 100 
2. Ekstrak 50%  
2,5 gram ekstrak ditambahkan dengan 5 mL etanol 
%: gram zat terlarut / ml larutan x 100 
%: 2,5 gram / 5 mL x 100 
%: 50 
3. Ekstrak 25%  
1,25 gram ekstrak ditambahkan dengan 5 mL 
%: gram zat terlarut / ml larutan x 100 





Lampiran 1. Diagram Alir Isolasi dan Identifikasi Senyawa Bioaktif  
Antibakteri dari Ekstral Etanol Daun Kayu Bitti (Vitex cofassus) 
 
 
      
        - Dibersihkan dan dikeringkan tanpa sinar matahari 
        - Maserasi dengan etanol  1x24 jam (3 kali) 




 -Evaporasi  
 
 
- Uji Fitokimia 
- Uji KLT 
- Fraksinasi awal  
 
 
- Uji KLT 





Daun Kayu Bitti 
(Vitex Cofassus) 
Ekstrak etanol 
daun kayu bitti  
Pelarut Ekstrak Kental 
Residu 
 Fraksi 
 Fraksi Gabungan 







Lampiran 2. Diagram Alir Uji Fitokimia dan KLT 
a. Uji Alkaloid 
 
 
- Memasukkan 2 tetes sampel  
- Menambahkan 2 tetes pereaksi dragendorff 
- Hasil positif jika terjadi perubahan warna 






- Memasukkan 2 tetes sampel  
- Menambahkan 2 tetes pereaksi wagner 





- Memasukkan 2 tetes sampel  
- Menambahkan 2 tetes pereaksi Mayer 
- Hasil positif jika terbentuk endapan 
menggumpal warna putih atau kuning yang 
larut dalam metanol 
 
 




Tes dengan Pereaksi 
Wagner 
hasil 




b. Uji Sterol dan Triterpen 
 
 
- Memasukkan 3 tetes sampel ke dalam kaca 
arloji 
- Menambahkan pereaksi Lieberman-
Bourchard (asam asetat glasial-asam sulfat 
pekat) tetes per tetes 
- Hasil positif terpenoid jika terbentuk 
warna merah hingga ungu, positif steroid 
jika terbentuk warna biru atau hijau 
 
 
c. Uji Flavonoid 
 
 
- Memasukkan beberapa tetes sampel ke 
dalam cawan petri  
- Menambahkan beberapa tetes larutan 
NaOH 10% 
- Mengamati perubahan warna dari kuning 






Tes dengan Pereaksi 
Lieberman-Bourchard 
hasil 





- Memasukkan  2-4 tetes larutan H2SO4 
(pekat) kedalam cawan petri 
- Menambahkan beberapa tetes sampel 
- Mengamati perubahan warna dari kuning 





- Memasukkan  beberapa tetes sampel 
- Menambahkan beberapa tetes FeCl3 
- Perubahan warna yang terbentuk yaitu biru 














Tes dengan H2SO4 
(pekat) 
hasil 
Tes dengan FeCl3 
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 Uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 
  
 
- Memotong plat dengan ukuran 7x1 cm 
- Aktifasi didalam oven selama 10 menit 
 
- Mengencerkan dengan pelarut yang sesuai 
ke dalam botol vial   
- Menotol diatas plat dengan menggunakan 
pipa kapiler 
- Memasukkan plat ke dalam chember yang 
berisi eluen 
- Setelah terjadi elusi, mengangkat plat lalu 
mengeringkan, lalu melihat penampakan 
nodanya di bawah sinar UV 
- Menyemprot plat dengan H2SO4 10% 
- Mengoven hingga terbentuk noda. 
 
 
 
 
Ekstrak kental 
Plat KLT 
hasil 
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